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Introduction: PSA-NCAM est exprimé dans le système nerveux central en
développement et son expression diminue avec l’âge. Certaines zones dans le
cerveau adulte, caractérisées par des capacités de régénération et de plasticité,
continuent d’exprimer PSA-NCAM. Hypothèse: L’expression de PSA-NCAM
n’a jamais été étudiée dans le système nerveux entérique (SNE) et nous pensons
que cette molécule d’adhésion polysialylée pourrait être exprimée dans le SNE
du rat au cours du développement et qu’elle pourrait jouer un rôle au cours de la
réponse inflammatoire. Méthodes: L’immunofluorescence sur des coupes
congelées et des préparations entières d’intestins de rats de différents âges
(foetal E12 à E20; postnatal Pi à P90) a été utilisée pour vérifier notre
hypothèse. Des anticorps contre PSA-NCAM et NCAM ont été utilisés en
conjonction de divers marqueurs cellulaires (PGP9.5, S100b, anti-desmine). Les
colites ont été induites par injection intra rectale de 2,4,6 trinitrobenzène (TNBS)
dans le côlon des rats adultes (P60 et plus). L’expression de PSA-NCAM a été
évaluée après 1, 3, 7 et 21 jours. Résultats: SNE en développement: Chez
l’embryon (E12 à E20), PSA-NCAM est exprimé par les neurones entériques
ainsi que par le mésenchyme et le muscle lisse (E16-El$). PSA-NCAIvI reste
fortement exprimé dans les plexus sous-muqueux et myentériques de Pi à P7.
De P14 à P28, son expression se restreint au plexus myentérique, après quoi elle
diminue de sorte que chez l’adulte (P60 à P90), P$A-NCAM est presque absent.
Réponse inflammatoire: L’induction de colite engendre la réexpression de PSA
NCAM 3 jours après l’induction des colites. Conclusion: L’expression de PSA
NCAM dans le SNE varie en fonction de l’âge. L’inflammation colique induit
une réexpression de PSA-NCAM par les neurones myentériques suggérant un
rôle fonctionnel pour PSA-NCAM dans l’adaptation et la plasticité du SNE
mature.
Mots clés: PSA-NCAM • développement • colite • système nerveux entérique
• NCAM • inflammation • cellule gliale
iv
SUMMARY
Introduction: PSA-NCAM is expressed in the developing nervous system and is
diminished with ageing. However, those areas in the aduit brain that possess
greater plasticity and regenerative abilities stiil express PSA-NCAM.
Hypothesis: PSA-NCAM expression has neyer been studied in the enteric
nervous system (ENS) and we think that this polysialylated adhesion molecule
could be expressed in the developing rat ENS and that it may play a role in the
inflammatory response. Methods: Immunofluorescence studies on fiozen
sections and whole-mount preparations of rat intestine of different ages (foetal
E12 to F20; postnatal Pi to P90) were used to test our hypothesis. Antibodies
directed against PSA-NCAM and NCAM were used in conjunction with
antibodies to a variety of cellular marker (PGP9.5, Si 00h, anti-desmin). Colitis
was induced by injection of 2,4,6 trinitrobenzene sulfonic acid solution (TNBS)
in colon of aduft rats (P60 or older). PSA-NCAM expression was assessed after
1, 3, 7 and 21 days. Resu]ts: Developing ENS: In embryos (E12 to E20), PSA
NCAM is expressed by enteric neurons as well as by the mesenchyme and
smooth muscle (E16-E18). PSA-NCAM is strongly expressed in both the
submucosal and myenteric piexuses from Pi to P7. From P14 until P28, its
expression is restricted to the myenteric plexus, after which it decreases so that
by adulthood (P60-P90), P$A-NCAM is practically absent. Inflammatory
response: The induction of colitis caused the re-expression of PSA-NCAM
during the early ph-ase of the disease (day 3). Conclusion: Enteric neurons
express PSA-NCAM in a time-dependent manner. Colitis induces re-expression
of PSA-NCAM by myenteric neurons suggesting a frmnctional role for PSA
NCAM in adaptation and plasticity of the mature ENS.
Key words: PSA-NCAM • development • colitis • enteric nervous system
NCAM • inflammation, guai cell
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Le système nerveux entérique (SNE) est présent dans la paroi du tube
digestif et constitue la division la plus complexe du système nerveux
périphérique. Le SNE est le résultat de la migration, au cours du
développement embryonnaire, de précurseurs neuro-gliaux issus des crêtes
neurales. Les plexus entériques matures forment un réseau de plusieurs
millions de ganglions interconnectés et les neurones et cellules gliales qui les
composent sont compactés à l’intérieur de ceux-ci. L’organisation neuronale
ressemble beaucoup à celle du système nerveux central. Les phénomènes
d’adhésion intercellulaire à l’intérieur de ces ganglions ont une importance
majeure tant au cours du développement (migration, établissement des
structures synaptiques adultes) que dans le SNE mature. En effet, les plexus
entériques subissent des stress mécaniques permanents, secondaires à l’activité
mécanique des muscles qui les entourent. Quand l’intestin est relaxé, les
neurones à l’intérieur des ganglions sont étendus et forment une monocouche
cellulaire, tandis que lorsque l’intestin est contracté, les neurones changent de
forme, d’orientation et se superposent. 85 Les mécanismes d’adhésion entre les
neurones entériques et les cellules gliales sont ainsi grandement sollicités. 85
Une grande variété de molécules de surface a déjà été identifiée dans le
système nerveux, les mieux caractérisées étant les molécules d’adhésion des
cellules neuronales (NCAM). Ces dernières permettent principalement le
regroupement cellulaire et fournissent une certaine stabilité en établissant un
ancrage physique des cellules à leur environnement. 65 Les NCAM sont sujettes
à des modifications post-transcriptionnelles dont, entre autre, l’ajout d’acide
polysialique (PSA). La molécule qui en résulte, PSA-NCAM, joue un rôle
majeur durant le développement du système nerveux central et au cours des
phénomènes de plasticité neuronale dans le cerveau adulte. 104
Aucune étude n’a toutefois eu pour objet de décrire avec précision son
expression et son rôle dans le système nerveux entérique embryonnaire et post
natal. Avant d’entrer dans le vif du sujet, voici tout d’abord une revue de la
littérature portant, en premier lieu sur le système nerveux entérique et son
développement, puis en second lieu sur NCAM et PSA-NCAM.
j1. LE SYSTÈME NERVEUX ENTÉRIQUE
Sous des conditions normales, dans le système digestif, les aliments
sont ingérés, mâchés, puis digérés en des molécules simples, après leur
mélange avec les sucs gastriques, pancréatiques et biliaires. Les nutriments
sont ensuite absorbés et transférés, à travers les cellules de la muqueuse, jusque
dans la circulation sanguine. Ce qui n’est pas absorbé continue son chemin le
long des intestins jusqu’à l’anus pour leur excrétion. 116 Ce processus se
déroule d’une façon ordonnée et dépend des capacités intrinsèques du tractus
gastro-intestinal à générer les mouvements mécaniques nécessaires.
WM Bayliss et EH Starling ont observé, en isolant un fragment
d’intestin de chien, les mouvements qui permettent au contenu d’avancer dans
le tube digestif et ils ont nommé ce mouvement « la loi de l’intestin » 18,55 Ceci
a permis de mettre en évidence ces mouvements qui sont maintenant connus
sous le nom de péristaltisme. La découverte de neurones dans la paroi de
l’intestin par L Auerbach et G Meissner, environ cinquante ans avant celle de
Bayliss et Starling, a permis de définir le système nerveux entérique comme
étant l’ensemble des neurones et cellules de support présents dans la paroi du
tractus gastro-intestinal, de l’oesophage jusqu’à l’anus, ainsi que dans les
glandes associées (glandes salivaires, pancréas et vésicule biliaire). 55,91
Le système nerveux entérique fait partie intégrante du système nerveux
périphérique (SNP), dont il est la plus grande division, mais plusieurs
particularités font de lui un système distinct assez ressemblant au système
nerveux central (SNC). La plus grande distinction du système nerveux
entérique, par rapport au SNP, est qu’il ne requiert pas obligatoirement
l’intervention du SNC pour fonctionner adéquatement. 100 De plus, le SNE
compte près de 100 millions de neurones, soit approximativement le même
nombre de neurones présents dans la moelle épinière, et il est constitué d’une
grande diversité de phénotypes neuronaux distribués le long du tractus gastro
intestinal. 55, 67, 101 À l’intérieur des ganglions entériques, on peut retrouver un
mélange hétérogène des différentes classes de cellules nerveuses. 29 À ce jour,
dix-sept types de neurones intrinsèques ont été répertoriés et chaque type
Lf
possède une combinaison caractéristique de propriétés morphologiques,
neurochimiques et biophysiques. 42 Toutes les classes de neurotransmetteurs
retrouvés dans le SNC, incluant l’acétylcholine, la sérotonine, la dopamine
ainsi que l’oxyde nitrique, sont présentes dans les neurones entériques, et plus
de trente neurotransmetteurs ont déjà été identifiés. 45, 50, 73, 91, 117 Les neurones
expriment habituellement des combinaisons différentes de ceux-ci et ce code
chimique varie selon le type de neurone et sa fonction. 29, 63, 55 L’oxyde nitrique
est un important neurotransmetteur des neurones du SNE et les neurones
nitrergiques représentent environ de 20 à 30% de l’ensemble des neurones
entériques. 23
1.1 Structure du SNE
Les différents segments de l’intestin accomplissent des tâches
différentes et ceci implique du même coup qu’ils ont une morphologie
distincte. De ce fait, la morphologie des plexus varie graduellement du
duodénum au rectum. 113 Il y a également des différences dans l’organisation
neuronale, le nombre ainsi que dans la proportions des différents types de
neurones.
Les plexus entériques sont exclusivement constitués de neurones et de
cellules spécialisées dans le support des éléments neuronaux, les cellules
gliales entériques. 61 Les plexus sont dépourvus de tissus conjonctif et de
vaisseaux sanguins et ils sont aussi caractérisés par un très faible espace
extracellulaire ainsi que par l’absence de fibre de collagène.
Dans la paroi du tube digestif, les neurones entériques et les cellules
gliales s’assemblent en ganglions qui sont disposés en anneaux concentriques
et ceux-ci forment des plexus qui se trouvent à deux niveaux, le plexus
myentérique (d’Auerbach) et le plexus sous-muqueux (de Meissner) (figure 1).
41, 50, 55, 94, 122
Le plexus myentérique est situé entre une couche musculaire lisse
longitudinale externe et une couche musculaire lisse circulaire interne. 67 Les
neurones du plexus myentérique sont présents dans la paroi du tube digestif, de
l’oesophage jusqu’au rectum et forment le principal réseau nerveux du tractus
5gastro-intestinal. 50, Dans le plexus myentérique des mammifères, en plus des
neurones et des cellules gliales, se trouvent les cellules interstitielles de Cajal.
Elles forment un réseau dense autour des neurones et ont pour fonction d’agir
comme «pacemaker» afin de mieux coordonner la motilité intestinale. 18,41 Le
plexus sous-muqueux, quant à lui, est situé dans la couche sous-muqueuse et il











Figure 1. Organisation générale de la paroi de l’intestin (D’après Cabarrocas
J, 2003)
Le support structural et la protection des neurones ne se fait pas par les
cellules de Schwaim, comme dans le reste du SNP, mais se fait par une
population de cellules uniques au SNE, qui ressemblent aux astrocytes du
système nerveux central, les cellules gliales entériques (CGE). 23 En fait,
celles-ci représentent morphologiquement et fonctioimellement l’équivalent
des astrocytes dans le SNC.
Les CGE surpassent en nombre les neurones entériques dans une
proportion d’environ deux pour un. 67 Elles enveloppent les corps cellulaires
des neurones contenus dans chaque ganglion ainsi que les extensions
neuronales inter-ganglionnaires. Une cellule gliale peut envelopper plusieurs
neurones à la fois, contrairement aux cellules de Schwann qui enrobent
individuellement chaque neurone. 48, 61 En plus de la protection structurale que
confère les CGE aux neurones, ces dernières les protègent via la sécrétion de
bfacteurs neurotrophiques tel que GDNF (glial-cell-line-derived neurotrophic
factor), tant dans l’intestin foetal que mature. 12 Elles ont des fonctions
trophiques et de protection envers les neurones entériques et sont impliquées
dans la modulation des activités neuronales. 23 Les CGE sont aussi des
éléments actifs du SNE durant la réponse inflammatoire et immunitaire
partageant avec les astrocytes la possibilité d’agir en tant que cellule
présentatrice d’antigène et réagissant à différentes cytokines. 58, 107 Ces cellules
gliales ont aussi la capacité de maintenir l’intégrité du tissu et interviennent
dans la perméabilité du tractus gastro-intestinal. 23
Les CGE sont riches en granules de glycogène et elles sont les seules
cellules du SNE à exprimer le substrat requis pour la synthèse de l’oxyde
nitrique, L-arginine. 9. 24 Les CGE ne produisent pas de myéline, mais
possèdent des filaments intermédiaires riches en GFAP (glial fibrillary acidic
protein) et en protéine $100, ce qui les distinguent des cellules de Schwann,
mais qui les rapprochent des astrocytes. 23 Puisqu’elles expriment les protéines
GFAP et $100, ces dernières servent couramment de marqueur pour identifier
les cellules gliales.
1.2 Fonctions du SNE
L’idée que le système digestif soit muni d’un «deuxième cerveau» est
apparue au début du XXème siècle lorsque des recherches ont démontré que le
péristaltisme résultait de l’action d’arcs réflexes indépendants du $NC. 50 Les
neurones entériques sont en effet capables de générer des mouvements
propulsifs coordonnés des muscles et ce, même en l’absence d’innervation
extrinsèque. 42, 116 Le SNE est donc considéré comme étant la deuxième
structure nerveuse la plus complexe, après le système nerveux central. Le
nombre de neurones entériques ainsi que leur complexité reflètent la capacité
du $NE à pouvoir générer des réflexes de façon autonome. 61, 62
Le SNE n’est pas essentiel durant la vie embryonnaire, mais le devient
dès la naissance. 90 Il contrôle la motilité gastro-intestinale, les sécrétions
endocrines et exocrines, la micro-circulation sanguine du tube digestif et il est
aussi impliqué dans les processus immunitaires et inflammatoires. 50, 90, 100 De
plus, le SNE joue un rôle important dans la perception sensorielle de stimuli.
En effet, des récepteurs sensoriels sont disséminés dans la paroi du tube
digestif en entier afin d’apporter constamment de l’information au système
nerveux central. Diverses classes de récepteurs sont impliquées dans la
détection de changements mécaniques, chimiques, thermiques, et nociceptifs
100, 132 Les mécanorécepteurs envoient de l’information sur la distension de la
paroi du tube digestif et les mouvements du bol alimentaire. Les
chimiorécepteurs, quant à eux, informent les centres nerveux sur les
concentrations des différents nutriments, l’osmolarité et le pH du bol
alimentaire. 132 Les thermorécepteurs répondent aux changements de
température et les nocicepteurs réagissent aux stimuli potentiellement nuisibles
pour l’organisme et l’information qu’ils transmettent est perçue comme de la
douleur par le cerveau.
Le plexus myentérique innerve principalement les deux couches
musculaires qui l’entourent et ces neurones régissent la motilité de la paroi du
tube digestif en régulant la segmentation et le péristallisme. 50, 78 Afin de
permettre un meilleur contrôle de la contractilité des muscles de la paroi, les
neurones peuvent être inhibiteurs ou excitateurs des cellules musculaires qu’ils
innervent, causant la relaxation ou la contraction des cellules musculaires.
Lorsque celles-ci sont stimulées, les principaux effets sont l’augmentation du
tonus de la paroi et l’augmentation de l’intensité et du rythme des contractions,
causant une augmentation du péristaltisme. Les principaux
neurotransmetteurs des neurones moteurs excitateurs sont l’acétylcholine et la
substance P. 52, 55 Les neurones moteurs inhibiteurs relâchent majoritairement,
pour leur part, le peptide intestinal vasoactif et l’oxyde nitrique. 52, 55
Le plexus sous-muqueux, quant à lui, innerve les cellules endocrines
intestinales, la muscularis mucosa ainsi que les vaisseaux sanguins sous
muqueux. 50, 55 Ainsi donc, le plexus de Meissner joue un rôle important dans
le contrôle des sécrétions de la paroi et dans l’absorption des nutriments et de
l’eau et il n’est donc pas surprenant qu’il soit plus développé dans l’intestin et
pratiquement absent dans l’oesophage et dans l’estomac. 50, 53, 94
81.3 Arcs réflexes du SNE
La motilité et les sécrétions intestinales sont régies à la fois par des
mécanismes intrinsèques et extrinsèques. Elles sont donc sous la dépendance
de deux arcs réflexes un court, qui dépend entièrement de l’activité des plexus
nerveux entériques et un long, qui fait intervenir les centres du SNC et ceux du



























9Contrairement aux ganglions du reste du système nerveux autonome,
qui servent plutôt de centre de distribution de l’information vers le système
nerveux central, les ganglions entériques sont interconnectés afin de former un
réseau nerveux qui intègre et traite l’information, un peu comme le sont les
ganglions nerveux présents dans le SNC et la moelle épinière. 132 L’arc réflexe
court par lequel le SNE peut moduler de façon autonome une réponse aux
stimuli locaux se compose de trois types de neurones distincts: 10 les neurones
afférents (ou sensoriels), 2° les interneurones et 3° les neurones efférents (ou
moteurs) (figure 3) et la proportion dc ces trois types de neurones est de
2:l:1.’ 72, 90 Les neurones afférents sont présents dans les deux plexus
entériques et reçoivent l’information sensorielle provenant de l’ensemble du
système digestif. Ils sont spécialisés dans la détection de changements
thermiques, chimiques, mécaniques et nociceptifs 77, 100, 132 Les neurones
afférents transforment les stimuli en signaux codés par des potentiels d’action
qui sont alors transmis aux interneurones le long de fibres nerveuses
sensorielles. Ces derniers intègrent et gèrent l’information sensorielle reçue et
dictent le comportement que doivent adopter les neurones moteurs et
sécrétomoteurs. 132 Ils forment le dernier relais de l’information vers les divers
effecteurs du système digestif qui sont : les cellules musculaires, l’épithélium
de la muqueuse, le réseau vasculaire et les glandes de la paroi du tube digestif.
Les neurones moteurs contrôllent la contraction ou la relaxation des cellules
musculaires et les neurones sécrétomoteurs et vasomoteurs contrôlent, quant à
eux, les sécrétions et l’irrigation sanguine du tube digestif, la plupart de leurs






Figure 3. Arc réflexe court du système nerveux entérique
L’ensemble de ces trois types de neurones constitue l’arc réflexe court
par lequel le SNE peut fonctionner indépendamment de toute innervation
extrinsèque. 90 Bien que celui-ci puisse fonctionner de façon autonome, le $NC
et le SNP peuvent tout de même l’influencer, via un arc réflexe long (figure 2).
Le SNE reçoit une innervation extrinsèque des deux divisions du système
nerveux autonome (sympathique et parasympathique) qui agissent
principalement afin de modifier les circuits pré-programmés au niveau des
deux plexus entériques. 53 130
L’action du système parasympathique, via le nerf vague, permet de
contrôler certaines parties du tube digestif proximal et distal, soit l’oesophage,
l’estomac, le pancréas, le gros intestin et spécialement les régions anales et
rectales, qui sont pour leur part impliquées dans le réflexe de défécation. 29, 53,
116, 132 Les nerfs parasympathiques originent dans le tronc cérébral et dans la
moelle épinière et voyagent via les nerfs vagues et innervent les neurones du
SNE. 130 L’activation de ces neurones cholinergiques entraîne une action
positive sur le système digestif qui accélère alors le péristaltisme et en accroît
les sécrétions. 78 Ce système envoie également de l’information au SNC
concernant la distension du tube ou la concentration de différentes substances







afin d’informer les centres intégratifs supérieurs sur les sensations
physiologiques non douloureuses et maintenir l’homéostasie. 53, 55, 132
Les fibres du système sympathique sont quant à elles adrénergiques et
ont plutôt une action contraire à celle du système parasympathique. Elles
inhibent donc le péristaltisme, soit en inhibant directement les cellules
musculaires, soit en inhibant les neurones entériques. 50, 53 Les nerfs
sympathiques prennent leur origine dans la moelle épinière et font synapse
dans le ganglion pré-vertébral, qui envoie alors des fibres nerveuses vers le
SNE et les vaisseaux sanguins du tractus gastro-intestinal. 130 Il est à noter que
la majorité (80%) des fibres extrinsèques qui innervent l’intestin sont des nerfs
afférents primaires (qui vont du système digestif vers le SNC), contre
seulement 20% qui sont efférents (du SNC et $NP vers les neurones
entériques). 53, 61, 118
1.4 Développement du SNE
Le système digestif est le premier système à polariser l’embryon en
formant une entrée et une sortie. Le patron de développement du SNE et la
topographie des neurones entériques semble assez bien conservé parmi les
poissons, amphibiens, oiseaux et mammifères et il a fort probablement été
hérité d’un ancêtre commun et peu modifié depuis plus de 300 millions
d’années. 52,90
Le développement de l’embryon débute par la formation de trois
feuillets embryonnaires primitifs l’ectoderme, l’endoderme et le mésoderme.
L’ectoderme, une couche externe neuronale et protectrice, forme, entre autre,
l’épiderme ainsi que l’ensemble du tissu nerveux. L’endoderme, une couche
interne nutritive, forme pour sa part la muqueuse et l’épithélium du tube
digestif ainsi que la majorité de ses structures annexes (foie, pancréas). 129
Enfin, le mésoderme, une couche intermédiaire, forme les os, les muscles ainsi
que l’ensemble du système vasculaire et lymphatique. 129 L’intestin est formé
de l’association de l’endoderme avec le mésoderme tôt durant le
développement embryonnaire. Cette interaction permet la formation de
l’intestin primitif en couches concentriques de type cellulaire différent. 41
L’endoderme donne naissance à la muqueuse qui couvre entièrement la lumière
de l’intestin et le mésoderme, quant à lui, se différentie en couche musculaire
circulaire et longitudinale ainsi qu’en sous-muqueuse. 41
1.4.1 Les crêtes neurales
Peu de temps après la conception, chez les mammifères, l’ectoderme
s’épaissit pour former la plaque neurale puis, celle-ci s’invagine pour former
un sillon que deux plis neuronaux bordent. À mesure que le sillon
s’approfondit, les plis se rapprochent jusqu’à se fusionner. Le tube neural est
alors formé et il se détache de l’ectoderme et commence à se différencier en
moelle épinière et en encéphale. ‘ Quelques cellules des plis neuronaux se
détachent durant ce processus et migrent de chaque côté du tube pour former
les crêtes neurales d’où prendront naissance les neurones du système nerveux
périphérique ainsi que les neurones du système nerveux entérique. 7$, 100, 122
cellules des crêtes neurales migrent le long de courant migratoires bien définis,
forment des agrégations locales et infiltrent différents tissus. 129 Ces cellules
ont des propriétés migratrices très développées et possèdent la capacité de
générer une panoplie de phénotypes cellulaires différents, tels que les neurones,
les cellules gliales, les mélanocytes, les cellules endocrines, du tissu conjonctif,
des os et du cartilage. 100 Au cours de leur migration, les cellules issues des
crêtes neurales se divisent afin de produire une quantité suffisante de cellules
multipotentes pour coloniser le tube digestif en entier. 60
1.4.2 Colonisation du $NE
Les neurones entériques et les cellules gliaÏes dérivent tous deux de
cellules précurseures dérivées des crêtes neurales et originent dans le segment
vagal (somites 1 à 7), la partie proximale du segment truncal (somites $ à 2$)
ainsi que dans le segment sacré (somites postérieurs à 2$) du névraxe
embryonnaire (figure 4). 100, 101, 122 La principale source de neuroblastes
entériques origine dans les crêtes neurales qui se situent au niveau des somites
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I à 7, et celles-ci colonisent presque entièrement le tube digestif. 70 Les cellules
du segment vagal migrent progressivement vers le tube digestif et y pénètrent à
la hauteur de l’oesophage et les cellules multipotentes colonisent en entier le
tube en direction rostro-caudale. 135, 139 Les cellules provenant des crêtes
neurales sacrées colonisent principalement la portion post-ombilicale du tube
digestif, soit le côlon et le rectum, et ce, dans une direction caudo-rostrale sans
toutefois dépasser l’intestin grêle. 50, 70 Ces cellules colonisent la partie distale
du tractus gastro-intestinal avant que les cellules issues des crêtes vagales
n’arrivent à cet endroit. Dans cette région, les ganglions des plexus
myentérique et sous-muqueux ont donc une double origine, vagale et sacrée.
Une troisième région des crêtes neurales, la partie truncale, participe aussi à la
colonisation du tube digestif en s’infiltrant dans l’oesophage et en en colonisant
uniquement ce dernier dans une direction rostro-caudale. 46
Figure 4. Colonisation du tube digestif par les précurseurs issus des différents
segments des crêtes neurales (D’après Gershon MD, 1997).
Arrivées dans le tube digestif, les cellules indifférenciées se frayent un
chemin à travers le mésenchyme, les futures cellules musculaires. 135 Le








diffusibles qui influencent la migration des progéniteurs du SNE, tel que le
facteur neurotrophique GDNF (glial-cell-line-derived neurotrophic factor). 88,
Ce dernier promeut la migration des progéniteurs du SNE avant leur
entrée dans l’intestin proximal, en attirant les cellules pré-entériques qui
expriment le récepteur tyrosine kinase Ret dans l’intestin. 88, 138 L’expression
de ce chemoattractant par les cellules mésenchymateuses permet d’éviter que
les cellules issues des crêtes neurales ne restent dans le mésentère ou les tissus
environnants. 138 Une fois que les précurseurs des neurones entériques sont en
place dans le plexus myentérique, une partie de ceux-ci effectue une deuxième
migration en direction du plexus sous-muqueux et ce, avant que les couches
musculaires longitudinales et circulaires ne se forment et freinent le
mouvement des neurones. 82, 135 Cette migration s’effectue vers dix-huit jours
de gestation chez le foetus de la souris. 82
Le pancréas, tout comme la vésicule biliaire, se développe à partir d’un
bourgeon du tube digestif proximal chez le foetus et il existe donc des
projections nerveuses qui connectent les neurones du plexus myentérique de
l’estomac et du duodénum avec ceux du pancréas et de la vésicule biliaire. 46,61
1.4.3 Différenciation des cellules issues des crêtes neurales
Les cellules dérivées des crêtes neurales colonisent l’intestin
embryonnaire dans une vague rostro-caudale et se différencient en neurones ou
en cellules gliales entériques dans cette même direction. 137 Puisque le système
digestif est relativement long à coloniser, il n’est pas surprenant de voir que les
cellules en position proximale peuvent être à des stades de différenciation
avancés tandis que les cellules en position caudales demeurent encore
indifférenciées. 135 Le phénotype que prendront des cellules dérivées des crêtes
neurales dépend des signaux environnementaux que les cellules recevront
lorsqu’elles seront arrivées à leurs destinations finales. 100, 136, 139 Lorsqu’elles
sont en train de migrer, les cellules issues des crêtes neurales n’expriment
aucun phénotype neuronal ou glial et elles sont donc considérées comme étant
indifférenciées. Elles expriment alors certains marqueurs distinctifs tels que
p75, Phox2b, un facteur de transcription requis pour l’expression de Ret, et le
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récepteur tyrosine kinase Ret. 62, 137 Peu de temps après avoir cessé de migrer,
les cellules commencent à se différencier soit vers la lignée neuronale, soit vers
la lignée des cellules gliales. Les cellules qui deviendront des neurones
continuent d’exprimer Phox2b et Ret, mais diminuent leur expression de p75 et
commencent à exprimer Phox2a. ‘ Les cellules qui deviendront des cellules
gliales, quant à elles, continuent d’exprimer p75, mais diminuent leur
expression de Ret. 137
1.4.4 Les facteurs neurotrophiques
Le guidage adéquat des cellules issues des crêtes neurales est essentiel
pour le développement d’un SNE fonctionnel. Un patron normal de projections
axonales est crucial pour que l’activité péristaltique de l’intestin se déroule
correctement. Pour cela, il faut qu’il y ait une coordination temporale et
spatiale du développement entre le mésenchyme et les cellules issues des crêtes
neurales. 41 Des contacts stables entre les neurones et leurs cibles sont très
importants pour le bon fonctionnement du système nerveux entérique. La
régulation de ces contacts se fait par l’action de facteurs trophiques localement
ou sur de longues distances. Les facteurs neurotrophiques sont essentiels pour
le développement et le maintient du système nerveux entérique en stimulant la
différenciation neuronale, en promouvant la survie des neurones ainsi qu’en
modulant la plasticité postnatale. 23, 88, 110 Chez les mammifères, quoiqu’ils
aient une importante fonction au cours du développement, les facteurs
neurotrophiques sont également présents durant la vie adulte. C’est le cas de
BDNf, NT-3 et GDNF, qui sont localisés principalement dans les cellules des
ganglions entériques adultes. v”, 95
1.4.5 facteurs neurotrophiques de la famille GDNf
Ce petit groupe de facteurs neurotrophiques représente une classe
importante de médiateurs solubles de la survie neuronale, de la croissance
neuritique et de la différentiation. GDNf (glial-cell-Ïine-derived
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neurotrophic factor), neurturin (NTN), persephin (PSP) et artemin (ART) font
partie de cette famille.
Le facteur de croissance GDNF est connu pour favoriser la survie des
neurones dopaminergiques du cerveau en plus de favoriser la survie et de
réguler la différenciation de plusieurs types de neurones périphériques tels que
les neurones sympathiques, parasympathiques, sensoriels et entériques. , 137
NTN, pour sa part, est important pour la survie des neurones entériques post
mitotiques. 105 Avec GfRaÏ, un membre de la famille des cellules de surface
liées par une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI), le récepteur tyrosine
kinase Ret forme le récepteur pour GDNF. 123 NTN, qui possède 40%
d’identité avec GDNF, peut aussi activer Ret, mais via GfRa2. 62, 123 Le
récepteur tyrosine kinase Ret et GFRŒY sont exprimés dans toutes les portions
du SNE embryonnaire, de l’estomac jusqu’au rectum. 110 La signalisation Ret
est nécessaire pour l’invasion initiale ainsi que la migration rostro-caudale
subséquente des précurseurs du SNE dans l’intestin des embryons. 88, 138
L’activation de Ret par les cellules qui l’exprime permet la survie cellulaire et
la différentiation via la voie MAP kinase et de la voie PI(3) kinase. 88, 123 Avant
leur entrée dans l’intestin proximal, pendant la phase préliminaire du
développement du SNE, les futures cellules entériques dérivées des crêtes
neurales expriment Ret et sont donc sensibles à GDNF et à NTN 123 Cette
expression diminue aux stades plus tardifs de l’histogénèse du SNE et les
précurseurs neuronaux deviennent alors plus sensibles à d’autres facteurs
neurotrophiques, tel que NT-3, qui promeut la différentiation cellulaire, plutôt
que la migration. 123
Ret joue un rôle si important dans la colonisation du système nerveux
entérique qu’une mutation de ce gène cause la perte totale de SNE. 110, 135, 137,
139 Chez l’humain, cette mutation cause la maladie de Hirschsprung, une
maladie infantile qui se manifeste par la présence de zones hypo ou
aganglionnaires dans des segments plus ou moins longs du tube digestif. 47, 123
Dans ces segments dépourvus de neurone entérique, l’onde péristaltique ne
peut être propagée et le bol alimentaire ne peut être évacué. 90 Ceci provoque
un élargissement de la région en amont du segment dépourvu de neurone et il
en résulte un mégacôlon. 90
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1.4.6 facteurs neurotrophiques de la famille des neurotrophines
Les neurotrophines (NGf (nerve growth factor), BDNf (brain-derived
neurotrophic factor), NT-3 (neurotrophine-3) et NT-4/5 (neurotrophine-4/5))
sont des facteurs de croissance largement retrouvés chez les Vertébrés. Tous
les membres sont synthétisés sous forme de précurseurs qui, une fois clivés,
donnent les neurotrophines matures. Aux stades plus tardifs du
développement, ces facteurs de croissance sont nécessaires afin d’assurer la
survie cellulaire en promouvant l’expression des caractéristiques neuronales. 26
NT-3 a aussi un rôle à jouer dans l’entretien du SNE, puisqu’en plus d’inciter
les cellules issues des crêtes neurales à se développer en neurones, NT-3
augmente la croissance des neurites dans les neurones myentériques
postnataux. 26 Les neurotrophines se lient avec basse ou haute affinité à des
récepteurs membranaires. Le récepteur P75 est une glycoprotéine qui lie avec
une faible affinité les neurotrophines et qui est impliquée tant dans les
mécanismes de survie que de mort cellulaire. 37, 73, 137 Les récepteurs tyrosine
kinase Trk sont des récepteurs de hautes affinités des neurotrophines. TrkA,
TrkB et TrkC lient respectivement NGf, BDNf et NT-4/5, et NT-3. 71 Les
protéines Trk et leurs ARNm ont été observés dans les neurones du SNC, du
SNP et du SNE. ‘‘‘ TrkA (et NGF), TrkC (et NT-3) et p75 sont exprimés sur
les neurones des plexus myentérique et sous-muqueux tant au cours du
développement de l’embryon que chez l’adulte. TrkA et TrkC sont
responsables de la promotion de la croissance neuronale des neurones
entériques durant le développement en plus de réguler la synthèse de divers
neuropeptides par les neurones entériques. TrkB et p75 sont exprimés
uniquement sur les cellules gliales et l’absence de TrkA et TrkC dans ces
cellules suggère que celles-ci ne peuvent répondre à NGF et/ou à NT-3. ‘
Toutefois, il a été démontré que NT-3 pouvait augmenter la proportion de
cellules gliales dans le SNE en développement. 25 Cette réponse est donc
probablement induite via le récepteur à faible affinité p75, qui lui, est présent
dans les cellules gliales.
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1.5 Plasticité post-natale du SNE
Plusieurs études ont démontré que le développement du SNE n’est pas
complété à la naissance et que les neurones entériques ne sont pas encore
différentiés complètement. Il est vrai que le tractus gastro-intestinal doit
s’adapter continuellement aux changements de longueurs de l’intestin et c’est
pourquoi il demeure encore flexible chez le nouveau-né. Au moment de la
naissance, les neurones entériques peuvent être visualisés sous forme de bandes
continues qui se fragmentent subséquemment pour former les ganglions
entériques. 38, 113 Il a été observé, chez les jeunes animaux, que le plexus
myentérique forme un réseau plus dense et plus compacte et que ce dernier se
distend avec l’âge. 44, 113 De plus, on a aussi dénoté une augmentation du
volume des neurones au cours du développement postnatal, augmentation qui
peut facilement être expliquée par un accroissement de l’épaisseur de la
musculature lisse qui doit être innervée. 112, 113 L’étude de l’apparition de trois
neurotransmetteurs présents dans les neurones entériques matures durant le
développement du SNE, soit l’oxyde nitrique, le peptide vasoactif intestinal
(VIP) ainsi que PACAP-27 (pituitary adenylyl-cyclase-activating peptide), a
permis de démontrer, grâce à leur apparition progressive durant le sevrage, que
les neurones entériques n’acquièrent un phénotype neurochimique mature
qu’un mois après la naissance chez le rat. 80 Les cellules interstitielles de Cajal
demeurent elles aussi indifférenciées au moment de la naissance et
n’acquièrent leur morphologie adulte que durant l’allaitement des nouveaux-
nés. 38
1.6 Conséquences de l’inflammation sur le SNE
Le système digestif est constamment exposé à divers antigènes,
bactéries, virus et toxines provenant de l’extérieur de l’organisme. 132 Les
barrières chimiques et physiques sont souvent insuffisantes pour exclure
complètement les charges antigéniques de sorte que le système immunitaire
entérique est souvent sollicité ce qui contribue à l’établissement d’un état
physiologique basal d’inflammation. 118, 131 De ce fait, les neurones entériques
‘y
possèdent plusieurs caractéristiques uniques qui leurs confèrent une grande
capacité d’adaptation et ils sont donc considérés comme ayant un haut degré de
plasticité. 119 Lorsqu’un agent pathologique est détecté par les mastocytes du
système immunitaire entérique, ceux-ci signalent sa présence en sécrétant
divers médiateurs qui attirent les cellules immunitaires et inflammatoires dc la
circulation sanguine vers le foyer pathologique. 131 Le relâchement des diverses
substances (histamine, 5-hydroxytryptamine et différentes cytokines) lors de la
dégranulation des mastocytes provoque plusieurs réponses locales dont, entre
autre, l’activation des neurones entériques ainsi que l’empêchement de leur
inhibition par le système nerveux sympathique, soit par le blocage de la
sécrétion de norépinéphrine, soit par l’inhibition des récepteurs des fibres
noradrénergiques. 40, 92, 121, 133 De plus, les substances sécrétées par les
mastocytes sensibilisent les récepteurs nociceptifs du côlon en diminuant leur
seuil de sensibilité à la distension de cette partie du tube digestif Il existe
une interaction entre le SNE, le système immunitaire gastro-intestinal et le
SNC de sorte que l’état psychologique peut aussi causer divers troubles
gastriques en activant la dégranulation des mastocytes. 28, 75, 132 Les symptômes
provoqués sont les mêmes, que les mastocytes soient activés par une liaison
antigène-anticorps ou qu’ils soient activés par les centres supérieurs lors d’un
stress psychologique.
Lorsque que le programme neuronal d’alarme est activé, afin de
protéger l’organisme, ceci provoque divers symptômes tels que des crampes
abdominales, la diarrhée et bien d’autres. 132 Ces symptômes sont provoqués
suite au déclenchement d’une forme spécialisée de motilité intestinale qui
propulse rapidement et avec vigueur le contenu de l’intestin afin de l’évacuer le
plus rapidement possible. 117 Le programme de défense stimule aussi de façon
intensive les cellules sécrétrices de mucus afin de suspendre le contenu du tube
digestif afin qu’il soit éliminé plus facilement.
Le système immunitaire entérique détecte les menaces antigéniques et
établi une mémoire à long-terme de l’identité des différents antigènes
rencontrés. 131 Certains facteurs neurotrophiques tels que GDNF, NT-3 et NGF
semblent être des joueurs importants dans l’établissement de cette «mémoire
intestinale » et cette idée est supportée par le fait qu’une augmentation de ces
facteurs trophiques ait été observée durant l’inflammation de l’intestin.
D’autres études indiquent qu’une première colite infectieuse rend l’intestin
plus sensible au stress et induit des changements dans la fonction et le
phénotype des neurones entériques (plasticité neuronale), ce qui mène à une
réponse inflammatoire excessive lors d’un nouveau stress de même nature. 18,
132 Cette hypersensibilité est à la base de plusieurs maladies intestinales telles
que le syndrome de l’intestin irritable. u
2. NCAM ET PSA-NCAM
Les molécules d’adhésion cellulaire (CAM) sont des protéines
nécessaires pour la liaison des cellules entre elles ainsi qu’avec la matrice
extracellulaire. Les CAM se divisent en deux grandes catégories: les CAM qui
sont calcium-dépendantes (p. ex. cadherine, selectine et integrine) et les CAM
qui sont calcium-indépendantes (p. ex. NCAM et Li). Les molécules
d’adhésion des cellules neuronales (NCAM) font parties de la deuxième
catégorie et ont été les premières molécules d’adhésion à être isolées et
caractérisées. 31 NCAM est l’une des molécules d’adhésion les plus
abondamment exprimées chez les Vertébrés et des homologues de NCAM sont
retrouvés chez plusieurs invertébrés telle que la sauterelle ce qui suggère que le
mécanisme d’évolution de ces molécules d’adhésion ait été grandement
conservé au cours de l’évolution. 12En effet, la séquence d’acides aminés de
NCAM demeure sensiblement la même chez toutes les espèces de vertébrés. 31
L’équilibre entre l’adhésion intercellulaire et la répulsion peut être
modulé simplement par un changement dans le rapport de molécules qui
promeuvent l’adhésion ou la répulsion. Par exemple, la modulation des niveaux
d’expression des homologues de NCAM chez les Invertébrés, apCAM chez
l’Aplasie et fascilin III chez la Drosophile, se fait respectivement par
l’endocytose de la protéine ou par l’expression d’une protéine anti-adhésive, la
protéine beat. 4 6 Toutefois, chez les Vertébrés, un mécanisme alternatif est
disponible pour modifier les propriétés adhésives de NCAM, via la
modification de sa structure. En effet, durant la vie embryonnaire et peu après
la naissance, les NCAM subissent une modification post-transcriptionnelle qui
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leur ajoute un sucre chargé négativement, l’acide polysialique (PSA). NCAM
est la seule protéine des mammifères à laquelle l’acide polysialique s’attache.
Cette découverte suggère que l’évolution de l’acide polysialique, comme un
régulateur des propriétés adhésives de NCAM chez les Vertébrés, puisse jouer
un rôle plus critique dans la formation et le remodelage du système nerveux. 6
Durant la phase tardive de J’embryogenèse ainsi que durant la période péri
natale du développement du système nerveux, NCAM est hautement
polysialylé (jusqu’à 30% de son poids moléculaire total, soit environ 60 kDa,
ce qui correspond à environ 200 résidus d’acide sialique) et est référé comme
étant la forme embryomaire de NCAM. 20
2.1 Structure de NCAM
NCAM.180 NCAM.140 NCAM-120
Les NCAM font partie des NH2




globulines et elles sont encodées lg5
par un gène à une seule copie Fnllll
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Chaque isoforme est formé de cinq domaines homologues aux
immunoglobulines et de deux séquences de fibronectine de type III (figure 5).
3!. $ Les NCAM possèdent également trois régions distinctes : 1° une
terminaison amine extracellulaire qui contient le site de liaison homophilique,
2° une extrémité carboxyle associée avec la membrane cytoplasmique et le
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cytoplasme et 3° une région intermédiaire extracellulaire à laquelle s’attache la
chaîne d’acide polysialique, s’il y a lieu. 60 Les isoformes se différentient par la
grandeur de leur domaine cytoplasmique ainsi que par leur mode d’association
à la membrane cellulaire. NCAM peut être attaché la membrane cellulaire via
une ancre glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) (NCAM-120) ou être connecté
au cytosquelette via un domaine transmembranaire (NCAM-140 et NCAM
180). 6, 99, 124 L’isoforme NCAM-1$0 est identique à l’isoforme NCAM-l40 à
l’exception d’une insertion de 261 acides aminés dans le domaine
cytoplasmique. Cette insertion confère la possibilité d’une interaction avec la
spectrine, une protéine fibreuse du cytosquelette, ce qui diminue la mobilité
latérale de NCAM-180. On retrouve en plus grandes quantités l’isoforme
NCAM-140 dans les cônes de migration tandis que NCAM-1$0 est plutôt
retrouvé aux sites de contacts cellulaires, où il est impliqué dans la stabilisation
des synapses. 14 L’isoforme NCAM-120, quant à lui, est présent dans quelques
neurones, mais est majoritairement exprimé par les cellules gliales. 14, 124
2.2 Structure de PSA-NCAM
L’acide polysialique est un homopolymère relativement simple,
composé de longues chaînes d’acide sialique lié-Œ2-8 qui sont attachées
exclusivement aux molécules d’adhésion des cellules neuronales. 109 L’acide
polysialique s’attache à deux asparagines sur le cinquième domaine
immunoglobuline de NCAM via une liaison de type N-glycan et cette
opération se fait dans un compartiment du trans Golgi (figure 6). 6, 64 Les
grandes chaînes d’acide sialique chargées négativement couvrent une grande
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Figure 6. L’attachement de l’acide polysialique (PSA) à NCAM
via les polysialyltransférases STX et PST
2.3 Régulation de l’expression de PSA-NCAM
La régulation de l’expression de PSA-NCAM se fait principalement par
deux enzymes polysialyltransférases qui catalysent la liaison de PSA aux
NCAM, soit PST (ST8SiaIV) et STX (ST$SiaII). 115 Ces deux enzymes sont
hautement homologues avec 59% d’identité au niveau de la séquence en acides
aminés. 6, $ Les gènes codant pour STX et PST sont localisés respectivement
sur le chromosome 15, bande q26 et sur le chromosome 5, bande q21. 6, 8 Ces
deux enzymes subissent une régulation indépendante l’une de l’autre, mais
elles sont souvent retrouvées dans les mêmes tissus au cours du développement
normal. 65, 108, 115 L’enzyme STX est présente en plus grande quantité chez
l’embryon et le nouveau-né, tandis que l’enzyme PST est présente tant chez
l’embryon que chez l’adulte, à des niveaux plus bas, mais plus constants. 8, 22,
51 Les deux enzymes sont capables d’initier et d’induire la polymérisation et
la synthèse de l’acide polysialique et les patrons d’expression des ARNm de
ces deux enzymes sont souvent corrélés avec les niveaux d’expression de PSA.
6, 22, 51, 96 Puisque PST et STX ont des propriétés enzymatiques distinctes et
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qu’elles sont souvent exprimées dans les mêmes régions, il est fort possible que
ces deux enzymes fonctionnent de façon coopérative plutôt que de façon
compétitive. 6 a été démontré que la polysialylation de NCAM par PST et
STX est plus importante que la somme combinée de la polysialylation de
chaque enzyme dans des réactions différentes. 6 De ce fait, il est donc possible
que lorsque NCAM est fortement polysialylé, ses propriétés adhésives soient
d’autant plus diminuées que celles d’une NCAM faiblement polysialylé. 6
L’ajout de précurseurs non-naturels d’acide sialique peut également
modifier les propriétés adhésives de NCAM et ce, en inhibant de façon
réversible l’expression de PSA à la surface de la cellule. 76 En effet, la voie de
biosynthèse de l’acide sialique est assez permissive et permet la substitution du
précurseur naturel, le N-acetyl-mannosamine, avec des dérivés synthétiques
contenant quelques modifications. 27 Ces résidus artificiels de sucre sont
générés par la conversion métabolique du N-acetyl-ma;mosamine synthétique
ce qui produit soit du N-butanoyl-mannosamine (ManBut) soit du N
pentanoyl-mannosamine (ManProp). 27 Les polysialyltransférases STX et PST
sont capables d’accepter ces sucres synthétiques et de les transférer aux
NCAM, lors de la biosynthèse de PSA-NCAM dans un des compartiments de
l’appareil de Golgi. Il semble que l’ajout de ManProp, qui possède un groupe
méthylène de moins que ManBut, ne bloque pas la synthèse de PSA. 27,76 D’un
autre côté, ManBut semble être un inhibiteur efficace. 27 En effet, ManBut
interfère avec l’activité des polysialyltransférases ce qui résulte à une très
faible sinon à aucune glycosylation de NCAM avant son exportation à la
surface de la cellule. 27 Les effets de l’ajout de ManBut sont les mêmes que
ceux observés suite à la digestion de PSA par l’enzyme endoneuraminidase
(Endo-N), qui clive spécifiquement l’acide polysialique de NCAM, et ils sont
réversibles. Cette découverte d’une alternative à la manipulation génétique et à
la digestion enzymatique pour l’étude de la fonction de PSA a l’avantage d’être
temporaire et réversible. 76
L.)
2.4 Fonctions de NCAM et de PSA-NCAM
2.4.1 L’adhésion cellulaire
Comme leur nom l’indique, les molécules d’adhésion font partie
intégrante de la membrane externe des cellules et permettent principalement le
regroupement cellulaire par l’entremise de liens homophiliques (NCAM avec
NCAM) et hétérophuliques (NCAM avec diverses composantes de la matrice
extracellulaire). 51, 60, 103 Ces interactions fournissent une certaine stabilité en
établissant un ancrage physique des cellules à leur environnement. 64 Les
interactions cellule-cellule, induites par les molécules d’adhésion cellulaire,
jouent un rôle clé pendant l’embryogenêse en contrôlant les mouvements
cellulaires, l’agrégation, la migration, la prolifération de même que la
différenciation cellulaire. 11, 51, 104, 109, 134 La migration neuronale, la recherche
axonale et la fasciculation des axones sont des processus fondamentaux qui
sous-tendent la formation de connections synaptiques adéquates durant le
développement et dépendent fortement de l’adhésion cellulaire. 4, 14, Ces
processus sont gouvernés par l’interaction de molécules d’adhésion, de la
matrice extracellulaire ainsi que des facteurs neurotrophiques et de leurs
récepteurs. 2, 103 Le cône de croissance des neurones répond aux molécules
d’adhésion et aux composantes de la matrice extracellulaire par des
changements morphologiques rapides et des modifications du rythme de
croissance. 14 Les NCAM se retrouvent à la surface des neurones, cellules
gliales, cellules de Schwann et dans presque tous les tissus embryonnaires et
adultes. 60, 104 Durant le développement, NCAM est fortement exprimé dans les
structures dérivées du neuroectoderme et du mésoderme, comme la plaque
neurale, le tube neural et les somites. 2, 11, 64
L’habileté de NCAM à promouvoir l’adhésion cellulaire dépend de son
degré de sialylation. En effet, à cause de sa structure linéaire et hélicoïdale
ainsi que de ses propriétés chimiques, l’acide polysialique peut atténuer les
interactions de NCAM en diminuant les forces d’adhésion entre les cellules et
en les espaçant. 4, 6, 20 Lorsque des liaisons homophiliques sont médiées par
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NCAM, les cinq domaines immunoglobuline sont impliqués dans l’adhésion de
façon antiparallèle (figure 7). La présence de PSA sur le cinquième domaine
immunoglobuline empêche toutefois un attachement aussi solide et puisque
PSA prend beaucoup d’espace, les NCAM ne demeurent liées que par le
premier et le second domaine (figure 7). 64 Puisque NCAM interagit avec
d’autre molécules de façon hétérotypique tels que la molécule d’adhésion Ll,
des glycosaminoglycans et du collagène, il est fort possible que ces interactions
soient aussi affectées par la présence de PSA. 99, 103 Une augmentation de
l’espace intercellulaire peut, par ailleurs, procurer aussi un avantage en
procurant la distance appropriée pour la liaison de certaines paires de
ligandlrécepteur à la surface de membranes opposées qui peuvent alors
interagir ensemble.
Liaison homophilique avec NCAM Liaison homophilique avec PSA-NCAM
membrane cellulaireNCAM tI PSA-NCAM acide polysialique (PSA)
figure 7. Effet de l’ajout de PSA sur les interactions homophiliques de NCAM
2/
2.4.2 La signalisation intracellulaire
2.4.2.1 NCAM et la signalisation
Les radeaux lipidiques, des micro-domaines membranaires riches en
sphingolipides et en cholestérol, sont d’importants joueurs dans le signalement
cellulaire puisque leur composition lipidique crée un environnement plus
ordonné et permet l’agglomération des molécules signalétiqties et de leurs
récepteurs. 125 Les radeaux lipidiques sont aussi riches en molécules d’adhésion
munies d’une ancre GPI (TAG-l, NCAM-120). 125 En fait, l’adhésion et la
signalisation sont des phénomènes interdépendants et il n’est donc pas
surprenant de voir que les CAM peuvent aussi intervenir dans les cascades
signalétiques intracellulaires qui sous-tendent les fonctions biologiques des
cellules. Les molécules d’adhésion jouent donc un rôle beaucoup plus
complexe que le simple fait d’attacher mécaniquement les cellules les unes aux
autres. De cette façon, la liaison homophilique de NCAM peut activer des
seconds messagers qui influenceront, entre autre, la croissance neuritique. 11, 103
Une des boucles de signalement via NCAM implique la liaison de
GDNF. La signalisation cellulaire via GDNF passe habituellement par la
liaison de ce dernier à son récepteur spécifique, GfRul, qui recrute alors le
récepteur à tyrosine kinase Ret. 110, 111 On a toutefois découvert récemment,
dans des zones du cerveau exprimant vraiment plus de GFRŒ1 que de
récepteur Ret, que GDNF pouvait activer une voie de signalisation dans des
cellules neuronales et gliales et ce, indépendamment de Ret. 14 Il a, par la suite,
été démontré que NCAM (plus précisément, l’isoforme 140) est un récepteur
alternatif pour GDNf (figure 8). En effet, le facteur neurotrophique GDNF se
lie avec haute affinité au complexe GfRŒ1-NCAM, ce qui active dans le
cytoplasme la kinase Fyn ainsi que la kinase d’adhésion focale, FAK. 14, 66, 103
L’activation de ces kinases mène au déclenchement de la voie ras/MAPK qui
induit la phosphorylation de ERK1 et ERK2. 31, 114 L’activation des voies Fyn
et MAPK par NCAM, stimule la croissance neuritique. Il a également été
démontré que l’association de NCAM avec GFRŒ1 mène à une réduction de
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l’adhésion cellulaire médiée par NCAM et ce, en l’absence de GDNF (figure
8).
Une autre voie de signalisation activée suite à la liaison homophilique
de NCAM implique l’association hétérophilique du récepteur du facteur de
croissance des fibroblastes (fGfr). Cette liaison cause la phosphorylation de
FGFr ce qui active la phospholipase C puis la lipase DAG qui clive alors le
diacylglycerol. Cette étape génère de l’acide arachidonique et cette molécule
provoque alors l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants. Le
calcium est connu pour être une molécule signalétique clé dans la régulation du
guidage du cône de croissance. L’activation de FGfr permet aussi
d’enclencher la boucle signalétique du complexe ras/MAPK, voie qui est aussi







Les changements cellulaires stables associés au développement et à la
différentiation requièrent une altération de l’expression des gènes. 31 La liaison
homophilique de NCAM peut aussi mener à l’inhibition de la prolifération des








figure 8. Le signalement Ret-indépendant de GDNF et
faire via NCAM (D’après Sariola, 2003).
GfRŒ1 peut se
transcription qui altèrent l’expression de certains gènes et cette opération se
fait, entre autre, via l’activation du récepteur à glucocorticoïdes. 69,98
2.4.2.2 PSA-NCAM et la signalisation
Une étude a mis en évidence que l’altération des potentialisations à long
terme (LTP) observée dans les hippocampes dépourvus de PSA-NCAM peut
être rétabli avec l’ajout de BDNF et que cette altération des LTP serait liée à
une diminution de l’activation de la cascade signalétique conduite par BDNF,
voie de signalisation impliquée dans la plasticité synaptique ainsi que dans la
survie et la différentiation des neurones corticaux. 6, 86 Ceci suggère un nouveau
mécanisme par lequel la haute charge négative de PSA-NCAM cause sa liaison
avec ce facteur neurotrophique modulant ainsi les LTP en sensibilisant les
cellules pyramidales à l’action de BDNF. 64, 86 Parce que PSA-NCAM est
exprimé à la surface de la cellule et aux synapses, cette molécule représente
une façon d’amplifier ou d’augmenter spécifiquement l’action de BDNF aux
synapses qui sont actives. 22 Le rôle modulateur de PSA sur BDNF pourrait
être crucial durant le développement et la plasticité post-natale en ce sens que
ces cellules seraient alors en compétition pour une quantité limitée de ce
facteur de croissance. 64 De ce fait, les neurones ou synapses qui expriment
plus de P$A-NCAM que les autres répondent plus à BDNF et ont un avantage
sur les neurones qui expriment un niveau plus bas de PSA ou même pas du
tout. 64 La présence de PSA ne serait donc pas un signal de migration en tant
que tel, mais créerait plutôt une ouverture afin que la cellule puisse mieux
répondre aux signaux externes appropriés. 109
2.5 Rôle de NCAM et de PSA-NCAM dans le SNC: étude des souris
mutantes
La forme polysialylée de NCAM joue un rôle non négligeable dans
plusieurs aspects du développement et dans la plasticité du système nerveux. 21
Le patron d’expression de PSA-NCAM dans le système nerveux en
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développement est hautement dynamique et sa forte présence durant la vie
embryonnaire est liée à divers phénomènes tels que la recherche axonale, la
migration cellulaire, la synaptogénèse ainsi que dans la formation du tissu
musculaire. 4, 13, 20, 22, 104 Au cours de la maturation et de la différenciation,
l’expression de PSA-NCAM diminue au profit de NCAM et la plupart des
tissus qui expriment PSA-NCAM durant la vie embryonnaire tendent à réduire
l’expression de ce carbohydrate au fur et à mesure que le tissu adulte se forme.
22 Certaines régions bien définies du SNC adulte continuent toutefois
d’exprimer la forme polysialylée de NCAM. 20, 104, 109 C’est le cas du système
olfactif, du noyau suprachiasmatique (impliqué dans la régulation des rythmes
circadiens) et du gyrus denté de l’hippocampe, toutes des régions associées à
un haut degré de remodelage et de plasticité. 6, 20, 59 Des expériences sur le
fonctionnement de la mémoire ont démontré que la rétention des connaissances
se fait via un remodelage des structures pré et post-synaptiques, un processus
qui requiert la présence de PSA-NCAM pour l’affaiblissement des liaisons
entre les neurones. 83, 109 La forme polysialylée de NCAM est donc importante
dans la plasticité neuronale du cerveau adulte qui est associée à l’apprentissage
et la régénération. 104 Ces observations corroborent l’idée selon laquelle la
polysialylation de NCAM n’est pas une caractéristique de l’immaturité de la
cellule, mais bien une caractéristique de sa capacité de changer sa morphologie
et d’être mobile. 20
Les études qui tentent d’identifier les fonctions de NCAM et de PSA
NCAM font souvent appel aux souris transgéniques. C’est en effet grâce à ces
souris qu’on a pu démontrer le rôle de NCAM et de PSA-NCAM dans la
formation des connections synaptiques ainsi que durant la plasticité post-natale
du SNC.
2.5.1 Souris mutantes pour NCAM
Les premières souris invalidées à être générées ont été celles ayant une
mutation pour le gène NCAM. Ces souris sont viables, fertiles, ne présentent
pas de troubles digestifs et ne montrent que des changements mineurs dans
l’histologie générale du cerveau. 30 Le peu d’effet de la mutation de NCAM
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pourrait être dû au fait que les molécules d’adhésion NCAM et LI soient co
exprimées dans plusieurs voies neuro-anatomiques et que le fait d’éliminer
l’une ou l’autre des molécules d’adhésion soit minimisé par une compensation
par l’autre. La double mutation de NCAM et de Li cause toutefois une
croissance axonale erronée et les souris meurent avant la naissance. 30 La
présence de deux voies de régulation séparées permet donc de minimiser les
erreurs durant le développement.
Les souris mutantes pour NCAM montrent, par contre, une réduction de
l’ordre de 36% de la taille des bulbes olfactifs, plus spécifiquement dans la
couche cellulaire granulaire, ainsi qu’une diminution de 10% dans le poids
total du cerveau. 30, 124 Une accumulation de précurseurs neuronaux dans le
courant migratoire rostral (RIVIS rostral migratory stream), causant son
élargissement par rapport aux souris normales, a également été observé. 5, 6, 22,
31 Les bulbes olfactifs sont le premier relais de l’information olfactive dans le
SNC. Cette région du cerveau contient une large population de petits
interneurones et ces derniers sont d’un intérêt particulier puisqu’ils sont
continuellement renouvelés chez l’adulte. Les cellules précurseurs des
interneurones sont générées dans la zone subventriculaire (SVZ) et migrent en
association étroite les unes avec les autres en formant une chaîne jusqu’au
bulbe olfactif à travers le RMS. 5, 6 Les jeunes neurones voyagent à travers un
«tunnel» formé par les extensions des cellules gliales. Cette migration
tangentielle permet aux cellules de parcourir une plus grande distance que par
la migration radiale ou axonale. 22 Ces neuroblastes expriment PSA-NCAM à
leur surface et sa présence semble être cruciale pour les interactions
intercellulaires durant la migration. En effet, lorsque l’acide polysialique est
absent, soit par traitement à l’Endo-N, soit par la mutation de NCAM, la
migration tangentielle dans le RMS est dérangée ce qui cause l’arrêt prématuré
de la migration des précurseurs neuronaux. 6 La forte glycosylation de NCAM
diminue l’adhésion cellulaire ce qui facilite les mouvements des cellules durant
l’histogénèse et la morphogenèse du bulbe olfactif.
La taille réduite des bulbes olfactifs chez les mutants a soulevé des
questions sur leur odorat. Un test dans lequel les souris, mutantes et normales,
devaient choisir entre une litière ayant une odeur attrayante et une litière ayant
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une odeur repoussante (arrosée de jus de citron), a permis de démontrer que les
souris mutantes pour NCAM pouvaient distinguer les odeurs normalement. 30
Les souris mutantes pour NCAM montrent aussi des difficultés
d’apprentissages spatiaux ainsi que des troubles dans le comportement
d’exploration. 30, 66 En effet, le test du labyrinthe aquatique de Morris a permis
de mettre en évidence, malgré l’absence dc problème moteur, que les souris
mutantes éprouvaient plus de difficultés que les autres à accomplir la tâche. 30
Ceci dénote une altération dans les capacités cognitives de ces souris.
L’apprentissage spatial est associé avec la formation de synapses dans
l’hippocampe, zone où PSA-NCAM est fortement exprimé tant chez l’embryon
que chez l’adulte. 6 Il est donc facile de croire que la perte de PSA-NCAM
chez les souris mutantes affecte la formation des synapses dans cette région
créant ainsi une difficulté d’apprentissage. 6
Deux formes de changements à long-terme peuvent être produites aux
synapses excitatrices. La première est la potentialisation à long terme (LTP),
qui est induite par de brèves périodes de stimulation à haute fréquence, et qui
résulte à une augmentation de l’efficacité de la transmission. 87 La seconde est
la dépression à long terme (LTD), induite par de longues périodes de
stimulations à basse fréquence, résulte à une réduction de l’efficacité
synaptique. L’induction de ces deux sortes de changements requiert
l’activation du récepteur NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et une entrée de
calcium dans le bouton post-synaptique. 87 Cette augmentation de calcium
intracellulaire active différentes cascades d’événements signalétiques. Une
autre conséquence de la mutation de NCAM est une défaillance à produire ces
potentialisations et dépressions à long terme (LTP et LTD) dans les régions
CAl et CA3 de l’hippocampe. 6, 64 Les formes de plasticité à court-terme, d’un
autre côté, ne semblent pas être affectées par la mutation de NCAM. 87
NCAM et PSA-NCAM sont donc requis pour l’induction de LTP, qui
sous-tend l’apprentissage et la mémoire. 86 Il a été démontré que les souris
déficientes pour NCAM ou des sections d’hippocampe traitée avec l’enzyme
Endo-N, ont des potentialisations à long terme défectueuses. 22 Puisque PSA
NCAM est exprimé aux synapses et que son expression est modulée par
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l’activité synaptique et neuronale, il est proposé que PSA-NCAM soit un
modulateur important dans la plasticité de l’hippocampe. 21, 86 Ce serait grâce à
ses propriétés anti-adhésives que PSA-NCAM induirait le remodelage des
membranes synaptiques. 86
2.5.2 Les souris mutantes pour l’enzyme PST
L’étude des souris mutantes pour NCAM a démontrée, de façon
convaincante, que l’acide polysialique est requis dans certaines formes de
plasticité synaptique dans le cerveau des mammifères. Toutefois, à cause de
l’absence de PSA et de NCAM, tout au long du développement ainsi que chez
l’adulte, la distinction entre les phénomènes reliés à la perte de PSA ou de
NCAM ne peuvent être dissociés. En laissant la protéine NCAM intacte, cela
permet une discrimination plus efficace des rôles de chacune des protéines.
Puisque deux enzymes sont responsables de l’attachement de PSA à NCAM et
qu’elles ont un patron d’expression temporel et spatial distinct, il est possible
d’empêcher l’expression de PSA-NCAM dans certains types de tissus ou de
cellules ainsi qu’à certaines périodes du développement en introduisant une
mutation dans le gène de l’une ou l’autre des enzymes. 56 Dans cette optique,
en n’introduisant une mutation que dans le gène codant pour l’enzyme
polysialyltransférase PST, on permet l’expression normale de l’enzyme STX,
qui est prédominante durant le développement, et par le fait même celle de
PSA-NCAM durant cette même période. Ceci permet aux souris homozygotes
pour la mutation d’avoir un développement normal et une morphologie
structurale adéquate. u Contrairement aux souris déficientes pour NCAM, les
cellules précurseurs dans le RMS expriment PSA et suivent leur voie de
migration normale, il n’y a donc pas de changements observés dans la taille des
bulbes olfactifs, et les fibres moussues de la région CA3 montrent une
lamination normale. 30 Aucune perte de PSA n’a été observée dans le RMS
chez l’adulte suggérant, que dans cette région, la polysialylation de NCAM
continue de s’effectuer par l’enzyme STX. u
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Les souris adultes mutantes pour PST montrent toutefois une perte
importante de PSA dans la majorité des régions du cerveau, en comparaison au
phénotype sauvage, et plus spécifiquement dans les régions CAl et CA3-CA4
de l’hippocampe. u Cette absence cause une défaillance dans l’induction de
LTP et de LTD uniquement aux synapses des collatérales de Schaffer dans la
région CAl de l’hippocampe, ce qui prouve, une fois de plus, le rôle essentiel
que joue PSA dans la plasticité synaptique à cet endroit. u D’un autre côté, la
plasticité synaptique dans la région CA3 ne semble pas être affectée par la
disparition de PSA chez les souris PST -I-, contrairement à ce qui a été
démontré chez les souris déficientes pour NCAM. 30 Cette différence pourrait
être expliquée par le fait que l’altération des LTP et LTD dans la région CA3
chez ces souris soit due à la distribution éclectique des fibres moussues suite au
manque d’acide polysialique durant le développement embryonnaire de cette
région. u Un défaut du développement ne peut pas être mis en cause dans
l’altération des LTP et des LTD dans la région CAl, puisque le développement
se fait normalement grâce à la présence de l’enzyme STX. Ces observations
démontrent donc une plasticité synaptique défectueuse dans les synapses
NMDA-dépendante (région CAl) et une plasticité synaptique normale dans les
synapses NMDA-indépendante (région CA3). u Ceci suggère, de façon plus
précise, que PSA est un déterminant important dans certaines, mais pas toutes
les formes de plasticité neuronale dans l’hippocampe.
Récemment disponible, la souris mutante pour l’enzyme
polysialyltransférase STX ne présente pas les mêmes anomalies observées chez
la souris mutante pour l’enzyme PST. Les effets de la mutation sont moins
importants et se résument à une modification du ciblage axonal des fibres
moussues hippocampales issues du gyms denté qui forment des associations
ectopiques dans la région CA3a de l’hippocampe, région beaucoup plus
éloignée que la région CA3c dans laquelle les fibres font normalement synapse.
Ce changement dans l’arrangement infrapyramidal des fibres moussues est
associé avec une augmentation du comportement d’exploration et une
diminution des réponses comportementales de peur. L’étude d’une souris
mutante pour les deux enzymes pourrait éventuellement nous en dire un peu
plus long sur les fonctions de PSA.
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Ces résultats supportent l’idée que les niveaux d’expression de NCAM
et de PSA-NCAM sont importants non seulement lors de la migration, la
croissance axonale et bien d’autres phénomènes, mais qu’ils sont aussi
importants dans les formes de plasticité à long-terme tels que les LTP et les
LTD. Chez l’Aplasie, le pendant de NCAM, apCAM, est aussi impliqué dans
la plasticité synaptique à long terme et la potentialisation synaptique est
associée à l’enlèvement de apCAM de la surface de la cellule par endocytose.
‘ La formation d’un environnement anti-adhésif semble donc être nécessaire
pour la réorganisation synaptique.
3. OBJECTIfS DE L’ÉTUDE
Les interactions entre les surfaces cellulaires sont essentielles pour la
reconnaissance cellulaire, la migration durant le développement ainsi que dans
la stabilisation subséquente des tissus chez l’adulte. On sait aussi que ces
interactions revêtent un intérêt particulier dans l’adhésion entre les neurones
entériques et les cellules gliales à l’intérieur des plexus entériques, puisque
ceux-ci sont souvent sollicités suite à leur exposition continue aux stress
mécaniques. Des études chez le rat et chez l’humain ont déjà démontré que
NCAM est en effet exprimé sur les neurones et cellules gliales dans l’intestin
foetal et adulte. 84, 102 Toutefois, l’expression de PSA-NCAM n’a toujours pas
été étudiée dans le système nerveux entérique, malgré le fait que plusieurs
études biochimiques, immunochimiques et immunohistochimiques ont mis en
évidence le rôle crucial de cette glycoprotéine membranaire durant le
développement et la plasticité post-natale du système nerveux central. 4,20, 22
Puisqu’il existe plusieurs similitudes entre le système nerveux entérique
et le système nerveux central, en terme d’indépendance fonctionnelle,
d’organisation structurale et de ressemblance entre les phénotypes neuro
gliaux, et que PSA-NCAM joue un rôle si important dans le $NC
embryonnaire et mature, ces observations nous ont mené à postuler l’hypothèse
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selon laquelle PSA-NCAM serait exprimé dans le système nerveux entérique
au cours de son développement. En effet, ce dernier étant doté d’une grande
capacité d’adaptation, il est fort probable que PSA-NCAM puisse être exprimé
à la surface des éléments neuronaux qui constituent le SNE.
De cette étude, il nous sera possible, en premier lieu, de décrire
clairement, à l’aide de l’immunofluorescence, la distribution temporelle et
spatiale de PSA-NCAM et de NCAM dans le système nerveux entérique du rat
au cours de son développement normal. Une bonne description de la
distribution cellulaire de cette molécule d’adhésion polysialylée nous fournira
des bases utiles pour d’éventuelles études fonctionnelles et biochimiques. En
deuxième lieu, l’expression de PSA-NCAM sera étudiée au cours de la réponse
inflammatoire. Puisque plusieurs mécanismes d’adaptation et de réorganisation
sont mis en route lors de l’inflammation, il sera intéressant d’évaluer
l’expression de PSA-NCAM, toujours à l’aide de l’immunofluorescence, au
cours de ces processus. De ce fait, il sera ainsi possible de postuler un rôle pour
la forme polysialylée de NCAM dans une situation pathologique.
II. MATÉRIEL ET MÉTHODES
II. Matériel et Méthodes
1. ANIMAUX
Toutes les expériences décrites ci-dessous ont été effectuées avec des
rats Sprague-Dawley, des deux sexes, commandés chez le fournisseur Charles
River. Les rats sont élevés sous des conditions de nourriture et d’eau ad libitum
ainsi qu’un cycle de 12 heures de lumière par jour. Puisque notre projet étudie
l’expression de P$A-NCAM au cours du développement, des rats de différents
âges ont été utilisés; des embryons de 12 à 20 jours (provenant de rates
gestantes commandées chez Charles River dont le stade exact de gestation est
déterminé; la présence d’un bouchon muqueux indique le début de la gestation
et ce stade est considéré comme étant E 1) ainsi que des rats âgés de 1 à 90
jours. Les rats sont sacrifiés de différentes manières selon leur âge et leur
poids. Les embryons sont prélevés individuellement par césarienne puis ceux-
ci sont décapités rapidement à l’aide de ciseaux chirurgicaux. Les nouveau-nés,
jusqu’à ce qu’ils soient âgés de 14 jours, sont sacrifiés par injection intra
péritonéale de penthobarbital (120 mg/kg, Euthanyl à 240 mg/ml). Les rats plus
âgés sont sacrifiés dans une chambre à C02. Une fois les rats sacrifiés,
l’abdomen est ouvert avec des ciseaux fins en prenant soin de ne pas abîmer le
tube digestif. Les différentes portions du système digestif sont ensuite
prélevées (jéjunum, iléon, côlon), en coupant le mésentère le plus près possible
de l’intestin. Les tissus sont recueillis et déposés dans du tampon phosphate
salin (PBS iX, pH 7.4, 0.1 M) et mis sur de la glace. Toutes ces méthodes sont
approuvées par le Comité Institutionnel des bonnes pratiques animales en
recherche du Centre de recherche de l’Hôpital Sainte-Justine.
2. PRÉPARATION DES TISSUS
2.1 Préparation des tissus pour la microscopie optique
Les spécimens sont nettoyés de leur contenu avec un tampon phosphate
salin (PBS iX, pH 7.4, 0.1 M), déposés dans une solution de PB$ iX
nifédipine 1 tM (Sigma-Aldnch, # N-7634) pendant 10 minutes (ceci cause la
relaxation des muscles), puis ils sont rincés à nouveau dans du PBS iX (3 fois
10 minutes). Sections: Les tissus sont fixés dans du paraformaldehyde 4%
(dans du PBS iX pH 7.4 0.1 M, Sigma-Aldrich, # P6 14$) pendant 3 à 4 heures
à température pièce, ils sont ensuite rincés dans du PBS IX (4 fois 20 minutes).
Préalablement à la congélation des tissus, ceux-ci sont déposés dans une
solution de sucrose 15% (Sigma-Aldrich, # S-7903) pour 15 minutes puis ils
sont transférés dans une solution de sucrose 30% pour au moins 12 heures à
4°C. Les tissus sont alors déposés dans des récipients d’enrobage remplis de
Tissue-Tek-OCT (Electron Microscopy Science, # 62550-12), puis ils sont
congelés par immersion dans de l’azote liquide. Les blocs sont ensuite
entreposés dans un congélateur à -80°C. Les coupes, d’une épaisseur de 10 tm,
sont générées à l’aide d’un Cryostat microtome, dont la température de la
chambre est de -20°C. Elles sont recueillies sur des lames préalablement
silanisées ((3-Aminopropyl)-triethoxysilane, Sigma-Aldrich, # A-3648) ce qui
augmente l’adhésion des coupes à la surface de la lame. Celles-ci sont gardées
dans un boîtier et entreposées dans un congélateur à -20°C jusqu’à leur
traitement par immunofluorescence. Préparations entières : Tous les spécimens
de tubes digestifs sont ouverts le long de la bordure mésentérique puis ils sont
rincés. Les carrés de tissus fraîchement disséqués sont épinglés dans un pétri
rempli de silicone (Paisley, # 184 Sylgard) de sorte que les tissus soient tendus
le plus possible (voir figure 9). La fixation se fait avec du Duboscq-BraziÏ (300
ml d’éthanol 80%, 120 ml de formaldehyde 37% (Fisher, # BP-53 1500), 30 mi
d’acide acétique glacial (Sigma-Aldrich, # A-6283) et 40 ml d’acide picrique
saturé (Fisher, # LC-186701) pendant 3 à 4 heures à température-pièce. Une
fois la fixation terminée, les tissus sont rincés avec du PBS 1X (4 fois 20
minutes). La dissection «whole-mount» se fait dans un pétri rempli de PBS
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iX et requiert des instruments
\ EE chirurgicaux de haute précision: des
‘ / pinces fines (Dumont no. 5 (Fine
Science Tools., # 11252-30) et Dumont
J no. 5/45 (Fine Science Tools, # 1125 1-
35), des ciseaux chirurgicaux et un
microscope à dissection. 112 Tout
d’abord, la muqueuse et la sous-
Figure 9. Montage des tissus muqueuse sont enlevées. Par la suite, la
frais pour la fixation couche musculaire lisse circulaire est
pelée de sorte que le plexus myentérique, ainsi que la couche musculaire
longitudinale à laquelle il s’adhère, restent. Le plexus sous-muqueux, quant à
lui, demeure collé à la sous-muqueuse lorsque cette dernière est dissociée des
couches musculaires. Puisque la muqueuse et la sous-muqueuse sont très
épaisses, il n’est pas possible de bien visualiser le plexus sous-muqueux si elles
restent là, il faut donc les retirer en les gratter doucement avec une pince dont
l’extrémité est à 45 degrés de sorte qu’il n’en résulte qu’une mince pellicule, le
plexus sous-muqueux. Les minces couches de tissus sont ensuite déposées
directement sur une lame et sont prêtes à être traitées pour
l’immunofluorescence. Les tissus ne doivent jamais sécher tout au long de ce
processus et ils baignent donc dans une solution de PBS iX en tout temps.
2.2 Préparation des tissus pour la microscopie électronique
Les tissus (jéjunum, iléon et côlon) sont prélevés, nettoyés et sectionnés
en rondelles de 2-3 mm puis ils sont fixés pendant 2 heures à température-pièce
dans du glutaraldehyde 1% (dans du tampon phosphate 0.1 M pH 7.4). Les
tissus sont ensuite lavés avec du tampon phosphate 0.lM pH 7.4 (2 fois 5
minutes, à 4°C). Afin de préserver une meilleure antigénicité, l’enrobage des
tissus se fait dans du Lowicryl K4M. Les tissus sont alors déshydratés dans des
degrés croissants de méthanol : 10 5 minutes dans du méthanol 30% à 4°C, 2° 5
minutes dans du méthanol 50% à 4°C, 30 5 minutes dans du méthanol 70% à —
10°C, 4° 30 minutes dans du méthanol 90% à —20°C. 16 L’infiltration de la
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résine se fait comme suit, toujours à —20°C et dans des capsules de gélatine 10
1 heure dans du Lowicryl et méthanol 90 % dans des proportions de 1:1, 2° 1
heure dans du Lowicryl et méthanol dans des proportions de 2 :1, 3° 1 heure
dans du Lowicryl seul, 4° toute la nuit dans du Lowicryl.15 Le Lowicryl K4M
est préparé en mélangeant 4 g d’agent polymérisateur, 26 g de monomère et
0,15 g d’initiateur. L’ajout de 5 à 10% d’eau distillée au mélange augmente la
rétention de l’antigénicité. 15 La polymérisation de la résine se fait sous une
lampe UV pendant 5 à 7 jours à —20°C. 15 De fines tranches sont obtenues à
partir des blocs de tissus et les sections sont recueillies sur des grilles de nickel
recouvertes d’un film de support (Parlodion et carbonne). 15 Les grilles sont
alors prêtes pour l’immunocytochimie à l’or colloïdal.
3. INDUCTION DES COLITES
Ce protocole, qui est basé sur des méthodes éprouvées, largement
utilisées dans le domaine d’étude des maladies intestinales, a été accepté par le
Comité de déontologie en soins des animaux. Cette expérience a été effectuée
sur des rats $prague-Dawley adultes (250 grammes et plus) et a été répétée à
trois reprises. Pour chaque expérience, 20 rats ont été utilisés. L’inflammation
colique a été induite suite à l’injection de 0,5 ml de TNB$ (2,4,6
trinitrobenzene sulfonic acid solution, Sigma-Aldrich, # P2297) à une
concentration de 40 mg/ml. Cette concentration est atteinte en diluant le TNBS
dans de l’éthanol 50%. De ce fait, il a fallu prévoir des rats-contrôles injectés
avec de l’éthanol 50% uniquement, ainsi que des rats injectés avec une solution
saline (0,9 g NaCl /100 ml). Préalablement à l’injection, les rats sont
anesthésiés avec de l’isoflurane à 3-4 % (Abbott Laboratories, # 02026635). Ce
type d’anesthésie se fait par les voies respiratoires et requiert le port d’un
masque recouvrant la bouche et le nez de l’animal en tout temps. Une fois
l’animal endormi, on insère par l’anus, à une profondeur de 7cm, un cathéter
d’une grosseur de 8 french. On injecte alors 0,5 ml de solution (TNBS/éthanol
50%, éthanol 50% ou saline). Ceci fait, on ferme l’anus avec une agrafe et on
soulève le bassin de l’animal, afin d’éviter le plus possible le reflux du produit.
L’animal demeure dans cette position environ 20 minutes, toujours sous
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anesthésie. Une fois ce laps de temps écoulé, on retire l’agrafe et on dépose
l’animal dans sa cage où il se réveillera 5 à 10 minutes plus tard.
À chaque stade d’évaluation des colites (après 1, 3, 7 et 21 jours suite à
l’induction des colites), trois rats traités avec du TNBS, un rat traité avec de
l’éthanol 50% et un rat traité avec de la saline sont sacrifiés dans une chambre
à C02 puis pesés. Les signes cliniques externes de maladie sont évalués avant
(diarrhée, irritation de l’anus, sang dans les selles) et pendant la dissection
(inflammation, épaississement de l’épithélium, infiltration graisseuse et autres).
En plus de la région d’intérêt, soit le côlon à 7 cm de l’anus, une partie du
côlon non atteinte par l’inflammation a aussi été prélevée pour fin d’analyse.
Ceci nous servira de contrôle interne afin de vérifier si les conséquences de
l’inflammation pouvaient se répercuter à des régions au-delà de la zone irritée.
Les tissus sont fixés selon le protocole pour les préparations entières dans du
Duboscq-Brazil et disséqués selon la méthode du «whole-mount» pour enfin
être traités pour l’immunofluorescence. Des fragments d’intestin, prélevés dans
les régions d’intérêt, sont aussi recueillis afin que le degré d’inflammation soit
évalué par un pathologiste. Ces tissus sont alors fixés dans du formol 10%,
déshydratés dans des gardiens croissants d’alcool, puis enrobés dans de la
paraffine. Des sections de tissus sont ensuite coupées et colorées (hématéïne —
éosine). L’évaluation histologique a été faite à l’aveugle par une pathologiste,
selon des critères mentionnés ci-dessous.
4. ÉVALUATION DE LA SÉVÉRITÉ DES COLITES
Le système d’évaluation des colites fait appel tant aux caractéristiques
macroscopiques (tableau I) qu’histologiques (tableau II). 8111 est à noter que
les critères d’évaluation histologiques ont été quelque peu modifiés afin
d’évaluer aussi les événements qui surviennent durant la réparation cellulaire.
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Tableau 1. Critères utilisés pour évaluer les dommages macroscopiques suite à




1 Hyperbémie sans ulcère
2 Hyperhémie et épaississement de l’épithélium, sans ulcère
3 1 site d’ulcération sans épaississement de la paroi intestinale
4 2 sites ou plus d’ulcération ou inflammation
5 0,5 cm d’inflammation et de dommages majeurs
6-10 1 cm de dommages majeurs (1 point de plus à chaque 0,5 cm de
dommage, jusqu’à la concurrence de 10 points)
O ou 1 Absence ou présence de diatThée
O ou I Absence ou présence de resserrement pathologique (striction)
0,1 ou 2 Absence ou présence (modérée ou sévère) d’adhérences
Tableau II. Critères utilisés pour l’évaluation histologique de la sévérité des
colites induites par l’injection de TNBS dans le côlon chez le rat
Pointage Paramètre
0, 1, 2 ou 3 Étendue de la destruction de l’architecture normale
(normal, léger, modéré ou sévère)
Colite 0, 1, 2 ou 3 Présence et degré d’infiltration cellulaire (normal,
léger, modéré ou infiltration trans-murale)
O ou 1 Présence ou absence d’abcès dans les cryptes,
ulcération
O ou 1 Présence ou absence de réduction des cellules de
gobelet, mucosécrétion
O ou 1 Présence ou absence d’épaississement fibreux de la
sous-muqueuse
Réparation O ou 1 Présence ou absence d’un aspect plat de la muqueuse
O ou 1 Présence ou absence d’une diminution de l’épaisseur
de la muqueuse
O ou 1 Présence ou absence d’hyperplasie de la ,nitscularis
mucosae
O ou 1 Présence ou absence d’hyperplasie de la musculeuse
5. IMMUNOFLUORESCENCE
La tecirnique d’immunofluorescencc a été utilisée sur des coupes
congelées d’intestin de stades embryonnaires (E12 à E20) et post-natals (Pi à
P90) ainsi que sur des préparations entières d’intestins, normaux ou
enflammés, de stades post-nataux. On trace d’abord le contour des coupes avec
un crayon spécial (PapPen, Electron Microscopy Science, # 71312-B) qui
imperméabilise le pourtour des coupes et empêche l’écoulement des liquides,
ce qui empêche une déshydratation rapide des coupes. Les coupes sont par la
suite réhydratées pendant 10 minutes en ajoutant 200 tL de PBS iX sur
chacune des lames (coupes congelées). À partir de ce moment, les coupes ne
doivent pas sécher avant la fin de l’expérience et c’est pourquoi les lames sont
déposées dans une boîte humidifiée. Le temps écoulé, le PBS est aspiré et il est
remplacé par 200 tL d’une solution de PBS iX-Triton x-100 o,i % (Triton X-
100: Sigma-Aldrich, # S-5340) pour 10 minutes. Le Triton X-100 est un
détergent qui permet de perméabiliser la membrane des cellules, ce qui facilite
la pénétration des anticorps dans le tissu. Cette solution est aspirée et
remplacée par du PBS iX-Triton X-100 0,1 %-NGS 10% (NGS (sérum
normal de chèvre): Sigma-Aldrich, # G9023) pour 1 heure à la température de
la pièce. Cette étape permet de bloquer les sites non-spécifiques et diminuer le
bruit de fond. Vient ensuite le temps d’ajouter les anticorps primaires. Ceux-ci
sont dilués dans une solution de PBS iX-Triton X-100 0,1%-NGS 4% qu’on
incube toute la nuit à 4 °C. Les concentrations et types d’anticorps utilisés sont
répertoriés dans le tableau III. La première protéine que nous voulons mettre en
évidence est PSA-NCAM et l’anticorps utilisé reconnaît les PSA Œ-2,8-liés sur
NCAM avec une chaîne d’une longueur supérieure à 12 résidus. 106 Afin
d’identifier les cellules qui expriment PSA-NCAM, nous avons fait des
immunofluorescences avec un double marquage avec différents marqueurs
cellulaires, tels que PGP9.5 (protein gene product 9.5), qui marque
spécifiquement la forme neuronale d’une enzyme ubiquitine hydroxylase,
SlOOb, qui marque les cellules gliales immatures et matures, et un anticorps
anti-desmine, qui marque les fibres musculaires. Un anticorps anti-NCAM a
aussi été utilisé et ce dernier reconnaît deux des trois principaux isoformes de
NCAM, les isoformes 140 et 180 kDa. 32 À toutes les expériences, des
contrôles de spécificité des marquages ont été effectués par omission des
différents anticorps primaires. Dans tous les cas, l’omission des anticorps
primaires ne permet pas de détecter l’expression de protéines non-spécifques,
ce qui nous permet de conclure que les marquages que nous observons sont
spécifiques aux protéines que nous voulons détecter. Après l’incubation des
anticorps primaires suivent 3 rinçages de 10 minutes avec du PBS iX. On
incube ensuite les lames avec les anticorps secondaires appropriés, 2 heures à
4°C. Les concentrations et types d’anticorps utilisés sont répertoriés dans le
tableau IV. S’en suit trois rinçages de 10 minutes chacun avec du PBS iX, puis
on incube les lames 1 heure à la température de la pièce, avec de la
Streptavidine conjugué-CyTM3, diluée toujours dans du PBS iX-Triton X-100
0,1%-NGS 4%. Cette étape ne se fait que si l’on a utilisé un anticorps
secondaire biotinylé (anti-PSA-NCAM ou anti-NCAM). On termine ensuite
avec un rinçage de 10 minutes avec du PBS iX, un rinçage de 10 minutes avec
du PBS1X-Triton x-100 0,1% et deux rinçages de 5 minutes avec du PBS iX.
On monte alors les lames avec un milieu de montage aqueux fait pour
préserver le plus longtemps possible la fluorescence, le fluoromount-G
(Electron Microscopy Sciences, # 17984-25). Les lames sont alors prêtes à être
regardées au microscope. Pour ce faire, nous avons utilisé un microscope Zeiss
axioskop FL (Cari Zeiss, Allemagne) pour regarder les lames et effectuer les
comptages cellulaires requis ainsi qu’un microscope à fluorescence Leica DM
RE (Leica Microsystem, Allemagne) équipé de filtres FITC/Bodipy/Fluo3/DiO
(longeur d’onde de 450 nm à 650 nm) et CY3.5 (longueur d’onde de 540 nm à
740 nm) et d’une caméra Leica numérique DC 300F (Leica Microsystem,
Allemagne) pour prendre les photos.
Tableau III. Anticorps primaires utilisés pour l’immunoftuorescence
Anticorps Hôte Dilution Type PoIy ou Source
monoclonal
PSA- Souris 1 300 IgM monoclonal Chemicon International #
NCAM MAB- 5324
PGP9.5 Lapin 1 400 IgG polyclonal Biogenesis, # 7863-0504
Anti- Lapin 1 50 IgG polyclonal Abcam, # ab-8592
desmine
$100b Lapin 1 50 IgG polyclonal DakoCytomation, # A-5110
NCAM Souris 1 10 IgG monoclonal Immunogene, # AG-1
Tableau IV. Anticorps secondaires utilisés pour 1’ immunofluorescence
Anticorps Dilution Anticorps secondaire source
primaires
PGP9.5, anti- 1 : 400 Anti-IgG de lapin fait Molecular Probe, # A
desmine et dans la chèvre alexa 1 1008
SlOOb fluor® 488
PSA-NCAM 1 : 200 Anti-IgM de souris fait Vector Laboratories, # BA
dans la chèvre biotinylé 2020
NCAM 1 200 Anti-IgG de souris fait Vector Laboratories, # BA
dans la chèvre biotinylé 9200
PSA-NCAM et 1 2000 Strptavidine conjuguée- Jackson Immunoresearch
NCAM Cy3 Laboratories, # 016-160-
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6. IMMUNOCYTOCHIMIE À L’OR COLLOÏDAL
Tout d’abord, dans un pétri dont le fond est couvert de cire dentaire, on
crée une chambre humide. Ensuite, on dépose une goutte de PB$ iX (20iL) et
on dépose la grille sur sa surface, en s’assurant que le côté ayant les sections de
tissu soit en contact direct avec le liquide, et on laisse les coupes s’hydrater une
minute. Il est important que la face ne contenant pas les coupes ne soit pas
exposée aux différents réactifs afin d’éviter toute contamination. On transfert
ensuite la grille sur une goutte de sodium métapériodate saturé (Na104) (20 pL)
environ 8 minutes. Cet agent oxydant permet de dévoiler les sites antigéniques
en décapant un peu la surface de la coupe. On effectue ensuite trois rinçages de
5 minutes pour effacer toutes traces de NaIO4. Pour ce faire, on dépose la grille
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dans un des puits d’une plaquette de porcelaine remplie de PBS iX; on
transfèrera la grille dans d’autres puits pour les rinçages successifs. Pour
augmenter l’efficacité des rinçages, on place la plaquette de porcelaine sur une
plaque magnétique afin que les grilles tournent sur elles-mêmes. Ceci fait, les
grilles sont placées sur une goutte de glycine 0,15M (20 tL) pour 20 minutes,
puis elles sont transférées sur une goutte de PBS iX (2OjiL) 1 minute et ensuite
sur une goutte d’ovalbumine 1% (dans PBS) (20 jiL) pour 30 minutes (afin de
bloquer les sites non-spécifiques). Ce laps de temps écoulé, le moment est venu
de transférer les grilles sur une goutte d’anticorps dilué (10 fiL). Certains des
anticorps utilisés pour l’immunofluorescence seront aussi utilisés pour
l’immunocytochimie à l’or colloïdal, soit l’anti-PSA-NCAM (Chemicon
International, # MAB5324) et l’anti-PGP 9.5 (Biogenesis, # 7863-0504). Tous
deux sont utilisés à des concentrations de Ï : 50 et dilués dans du PBS iX. Les
grilles incubent pendant 2 heures à température-pièce. S’en suivent 3 rinçages
de 5 minutes dans des bains de PBS iX. On transfert ensuite les grilles de
nouveau sur une goutte d’ovalbumine 1% (20 jiL) pour 15 minutes puis on les
transfert sur une goutte d’anticorps secondaires (10 tL) pendant 30 minutes, à
température-pièce. Dans le cas de PGP 9.5, puisque c’est un IgG de lapin, on
peut utiliser la protéine A conjugué à de l’or de 10 nm, une protéine
bactérienne purifiée ayant des affinités élevées avec les immunoglobulines
IgG. La protéineA-or est diluée dans du PEG/PBS 0,02%. En ce qui concerne
l’anti-P$A-NCAM, puisque c’est un IgM de souris, on ne peut pas utiliser la
protéineA-or et on doit donc utiliser un anticorps secondaire plus spécifique,
soit l’anti-IgM de souris conjugué à de l’or colloïdal de 10 nm de diamètre
développé dans la chèvre (Sigma-Aldrich, # G5652). 16 Cet anti-IgM a été
utilisé à une dilution de 1: 5, toujours dans du PEG/PBS 0,02%. On effectue
par la suite 3 rinçages de 5 minutes dans des bains de PBS iX, afin d’éliminer
toute trace d’or non-lié, ainsi qu’un rinçage avec un jet de PBS pendant 30
secondes et un jet d’eau distillée pendant 30 secondes également. Pour le
rinçage par jet, on prend la grille avec des pinces et on dirige le jet du flacon
laveur sur la pince afin que le liquide s’écoule de façon indirecte sur la grille ce
qui évite d’abîmer les sections sur la grille. On laisse par la suite sécher les
grilles sur du papier-filtre, les coupes sur le dessus. Une fois les grilles sèches,
on peut procéder à la coloration, afin de rendre les structures cellulaires plus
denses aux électrons. On commence par la coloration à l’acétate d’uranyl et
pour se faire, on dépose la grille sur une goutte de ce produit (10 jiL) pendant 5
minutes. On rince rapidement avec un jet d’eau bidistillée pendant 30 secondes
et on sèche la grille sur du papier absorbant. Elle est alors prête pour son
observation au microscope électronique. Si on veut un peu plus de contraste, on
peut colorer la grille au plomb. Pour ce faire, on met la grille sur une goutte de
solution de citrate de plomb pendant 1 minute puis on la rince au jet d’eau
pendant 30 secondes. Il faut faire attention de ne pas faire sécher la grille avant
le rinçage complet du plomb, sinon ce dernier risque de précipiter et cela
causera des artéfacts sur les coupes. Les observations ont été faites avec un
microscope électronique Philips EM41OLS et les photos ont été prises avec des
films Kodak (VWR, # 4489).
7. COMPTAGE CELLULAIRE
Expression de PSA-NCAM au cours du développement: Pour tous les
stades évalués ainsi que pour les différentes régions, au moins deux lames de
deux expériences différentes ont été comptabilisées. Pour chaque lame, cinq
champs à 40X (objectif 40X et oculaires YOX) ont été comptés et le tout a été
fait par deux observateurs différents. Nous avons compté le nombre de cellules
PGP9.5 positives ainsi que le nombre de ces cellules qui étaient PSA-NCAM
positives. Un rapport entre les deux nous a donné le pourcentage de neurones
PSA-NCAM positifs versus le nombre total de neurones présents dans le
champ d’observation. Expression de PSA-NCAM au cours de l’inflammation
colique : La même méthode décrite ci-dessus a été appliquée lors du comptage
cellulaire de cette expérience. Pour chacune des trois expériences, cinq champs
sur chaque lame ont été comptabilisés. Toutefois, un seul observateur a fait les
comptages. Ceux-ci ont été fait à 20X (objectif 20X et oculaire 1OX)
(l’immunofluorescence de préparation entières ne permettant pas une bonne
résolution à 40X, à cause de l’épaisseur plus élevée du tissu).
L’utilisation de la technique de «whole-mount» s’avère utile lors des
comptages cellulaires, puisqu’en étirant les plexus, les neurones forment plus
ou moins une monocouche. Ceci assure qu’un maximum de cellules soit
compté et que très peu d’entre elles soient oubliées dans le comptage à cause
d’une superposition et ce, tout en minimisant les risques de les compter plus
d’une fois. 63
8. ANALYSES STATISTIQUES
Les analyses statistiques ont été générées en utilisant le logiciel
GraphPad Prism (version 3.0; GraphPad Software, San Diego, CA).
L’homogénéité des variances a été vérifiée sur les divers comptages cellulaires
effectués avec un test de Bartlett et l’exclusion de l’homogénéité s’est fait avec
une probabilité de P < 0.05. Des analyses globales de variances ont également
été effectuées (ANOVA) où une probabilité inférieur à 0.05 a été considérée
comme significative. Lorsque ce test donnait des résultats significatifs, les
différences entre les valeurs individuelles ont été vérifiées avec le test t de






1. Expression de PSA-NCAM et de NCAM au cours du
développement du SNE
Pour déterminer le patron d’expression spatio-temporel de PSA
NCAM et de NCAM au cours du développement, l’immunomarquage de ces
deux protéines dans l’intestin embryonnaire et foetal a été comparé. Les
résultats sont présentés comme une série de figures représentatives des divers
stades importants du développement du système nerveux entérique du rat. Les
comptages cellulaires sont présentés sous forme de rapport, exprimé en
pourcentage, entre le nombre de cellules PSA-NCAM positives et le nombre de
neurones PGP9.5 positifs.
1.1 L’expression de PSA-NCAM dans l’intestin augmente au cours du
développement de l’embryon
Les cellules issues des crêtes neurales, les précurseurs des neurones et
les cellules gliales entériques commencent à coloniser la paroi du tube digestif
vers le dixième jour de gestation chez le rat. 10 Deux jours plus tard, soit à
douze jours de gestation (E12), le tube digestif est presque colonisé en entier à
l’exception des segments les plus distaux. 122 À ce stade, on détecte
l’expression de PSA-NCAM à la surface de plusieurs neurones entériques. Une
comparaison entre le marquage de PGP9.5 et de PSA-NCAM confirme que
30,9 % ± 3,9 % des neurones entériques expriment PSA-NCAM (figure 10 et
11). La présence de cellules négatives pour le marqueur neuronal PGP9.5, mais
positives pour PSA-NCAM a également été observée (figure 10). À quatorze
jours de gestation (E14), période à laquelle les ganglions entériques
commencent à se former, les précurseurs neuronaux se placent graduellement
en un anneau distinct sous la séreuse, localisation du futur plexus myentérique
et on peut voir une couche indistincte de cellules musculaires circulaires. 10, 82
À ce stade du développement, un nombre plus important de neurones est
iL
présent dans la paroi de l’intestin et ceux-ci expriment PSA-NCAM dans une
proportion de 56,9 % + 2,2% (figure 10 et 11). À E16, la forme polysialylée de
NCAM continue d’être exprimée par 53,4 % + 2,1 % des neurones. À dix-huit
jours dc gestation, les neurones entériques commencent à effectuer leur
deuxième vague de migration afin de coloniser le plexus sous-muqueux. 82 À
ce moment, la majorité ($5,6 % ± 1,9 %) des neurones du plexus myentérique
expriment PSA-NCAM (figure 10 et 11). Les neurones du plexus sous-
muqueux, pour leur part, ne l’expriment que dans 3,9 % + 2,5 % des cas. À
E20, PSA-NCAM est exprimée par un peu plus du trois quart des neurones
(77,1 % + 1,8 %) ainsi que par près du tiers des neurones du plexus sous
muqueux (35,2 % + 5,7 %) (figure 10 et 11).
À partir de E14 chez la souris, donc un peu plus tard chez le rat (vers
E16), les cellules gliales entériques sont différentiées et celles-ci peuvent alors
être visualisées avec l’anticorps anti-SlOOb. 136 Le double marquage de PSA
NCAM et de SlOOb ne permet pas de voir une co-localisation de ces deux
protéines au cours du développement de l’embryon.
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E12: Coupe transversale d’embryon, intestin proximal, l’encadré dans le
coin supérieur est un agrandissement de la région sélectionnée; il y a une co
localisation de PSA-NCAM et de PGP9.5 sur quelques neurones (flèches) et
il y a présence de cellules PGP9.5 négatives qui sont PSA-NCAM positives
(têtes de flèches). E14: Coupe transversale d’embryon, oesophage, l’encadré
dans le coin supérieur est un agrandissement de la région sélectionnée; la
plupart des neurones expriment PSA-NCAM (flèches), mais pas tous (tête
de flèche). f18: Coupe transversale d’embryon, intestin; la plupart des
neurones expriment PSA-NCAM (flèches) ainsi que le mésenchyme (étoile),
qui est PGP9.5 négatif. f20: Section longitudinale de jéjunum; la majorité
des neurones du plextis myentérique (flèches) et sous-muqueux (tête de
flèche) expriment PSA-NCAM. Echelle = 100 tm.
Figure 10. L’expression de PSA-NCAM dans l’intestin augmente au







Figure 11. Expression de PSA-NCAM sur les neurones du SNE varie au
cours du développement
L’expression de PSA-NCAM, exprimée sous forme de pourcentage de
neurones PSA-NCAM positifs versus le nombre total de neurones (cellules
PGP9.5 positives) présents dans le champ d’observation, varie dans le temps et
atteint un maximum d’expression durant la période périnatale puis devient
quasiment nulle après le sevrage (P28 et plus).
1.2 Le mésenchyme et le muscle lisse expriment transitoirement PSA
NCAM chez l’embryon
Au douzième et quatorzième jour de gestation, on a pu voir que
quelques cellules de l’épithélium expriment PSA-NCAM de même que les
celtules du mésenchyme, les futures cellules musculaires. À F16, le
mésenchyme demeure fortement positif pour PSA-NCAM et les cellules de la
musculature lisse commencent elles aussi à exprimer la forme polysialylée de
NCAM. En effet, les cellules présentes de part et d’autre du plexus
rnyentérique, qui sont négatives pour PGP9.5, s’avèrent être positives pour
Expression de PSA-NCAM sur les neurones
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PSA-NCAM. Afin de confirmer nos observations, et s’assurer que ces cellules
soient bel et bien des cellules musculaires, nous avons effectué des
immunofluorescences doubles avec les anticorps anti-PSA-NCAM et anti
desmine, un marqueur du muscle lisse. Il y a en effet une co-localisation de ces
deux marqueurs à ce stade du développement, et on dénote un marquage plus
intense dans la couche musculaire lisse circulaire. À E18, le muscle lisse
continue d’exprimer PSA-NCAM, expression confirmée avec sa co
localisation avec la desmine (figure 12). Au vingtième jour de gestation,
l’expression de PSA-NCAM à la surface des cellules musculaires diminue, et
ces dernières ne présentent quasiment plus d’immunoréactivité pour PSA
NCAM (figure 12). Dans l’intestin post-natal, la musculature lisse et le
mésenchyrne n’expriment plus la forme polysialylée de NCAM.
Figure 12. Le muscle lisse exprime transitoirement PSA-NCAM chez l’embryon
E18: Coupe transversale d’embryon, intestin; on observe une forte co-localisation
entre le marqueur du muscle lisse, la desmine, et PSA-NCAM et ce, dans les deux
couches de cellules musculaires (flèches); le mésenchyme est également positif pour
PSA-NCAM (étoile). f20: Section longitudinale de jéjunum; à ce stade, la
musculature lisse (circulaire et longitudinale) n’exprime presque plus PSA-NCAM




1.3 L’expression de PSA-NCAM dans le système nerveux entérique
diminue progressivement après la naissance
Lorsque les ratons n’ont qu’un jour de vie (Pi), les neurones entériques
du plexus myentériques atteignent le maximum d’expression de PSA-NCAM
(figure il et 14). En effet, ils sont marqués dans 88,6 ¾ + 1,7 % des cas. Les
neurones du plexus sous-muqueux, pour leur part, atteignent également le
maximum d’expression soit dans 40,4 % ± 6,0 % des cas. Au microscope
électronique, l’immunocytochimie à l’or colloïdal nous a permis de localiser
PSA-NCAM, comme l’on s’y attendait, sur la membrane cellulaire des
neurones du plexus myentérique ainsi que sur les extensions neuritiques (figure
13 B et C). À P7, les neurones du plexus myentérique expriment toujours aussi
fortement PSA-NCAM (79,5 ¾ ± 1,4 %), tout comme les neurones du plexus
sous-muqueux (40,4 % + 3,7 %). Les extensions neuritiques expriment elles
aussi PSA-NCAM à ce stade. Quatorze jours après la naissance,
l’immunoréactivité de PSA-NCAM commence à diminuer dans le plexus sous-
muqueux (figure 14). En effet, très peu de neurones dans ce plexus expriment
encore cette protéine à ce stade du développement (7,5% + 1,6 %), mais les
extensions neuritiques conservent une assez bonne fluorescence (figure 11).
Les neurones du plexus myentérique diminuent eux aussi progressivement leur
expression de PSA-NCAM puisque que seulement 56,1 % + 1,5 % d’entre eux
continuent de l’exprimer (figure 11 et 14). Après le sevrage (entre P21-P2$),
les neurones et les neurites du plexus sous-muqueux sont maintenant négatifs,
dans la majorité des cas, pour P$A-NCAM, à l’exception de quelques neurones
dispersés qui conservent une certaine fluorescence (14,1 ¾ + 4,3 %) (figure 11
et 15). Les neurites du plexus myentériques demeurent pour leur part très
positifs pour PSA-NCAM ainsi qu’une bonne partie des neurones de ce plexus
(46,3 ¾ + 2,2 %) (figure 11). On note également, à certains endroits, la
présence de cellules PGP9.5 négatives qui expriment PSA-NCAM (figure 15).
L’immunofluorescence double avec le marqueur des cellules gliales ne révèle
toutefois pas de co-localisation entre les deux. Un mois après la naissance, les
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neurones du plexus myentérique et les neurites n’expriment pratiquement plus
PSA-NCAM. Le marquage pour PSA-NCAM commence donc à diminuer, tout
d’abord, à la surface des neurones, puis il diminue à la surface des neurites. Un
double marquage avec PSA-NCAM et SlOOb ne révèle toujours pas de co
localisation entre la forme polysialylée de NCAM et ce marqueur des cellules
gliales aux stades post-natals. Chez l’adulte, de façon générale, les neurones,
neurites et cellules gliales des plexus myentérique et sous-muqueux
n’expriment plus PSA-NCAM (figure 15). Toutefois, à de rares endroits, on
peu apercevoir une légère expression de la forme polysialylée de NCAM par





Figure 13. À Pi, PSA-NCAM est localisé sur la membrane cytoplasmique
des neurones ainsi que sur les extensions neuritiques
A: Coupe transversale, jéjunum; localisation à moindre grossissement d’un
ganglion neuronal dans le plexus rnyentérique, au centre sont les neurones (N)
constituant un plexus entérique et ce plexus est entouré de cellules musculaires
(M). On distingue aussi un amas d’extensions neuritiques dans le haut du
plexus (étoile). B: Coupe transversale, jéjunum, agrandissement de la région
encadrée d’un trait plein; localisation de PSA-NCAM sur la membrane
cellulaire des neurones (N), spécialement où les neurones se juxtaposent
(flèches). C: coupe transversale, jéjunum, agrandissement de la région
encadrée d’un trait pointillé; présence de grains d’or (PSA-NCAM) sur les
extentions neuritiques des neuones entériques. Échelle = 10 im pour A, 0.5 jim








Pi: Section longitudinale d’iléon; maximum d’expression de PSA-NCAM par
les neurones du plexus myentérique (flèches) et sous-muqueux (tête de
flèches). Pi4: Section longitudinale d’iléon, l’encadré dans le coin supérieur
est un agrandissement de la région sélectionnée; beaucoup de neurones du
plexus rnyentérique expriment encore PSA-NCAM (flèches), tandis que dans le
plexus sous-muqueux, que quelques rares neurones continuent encore de
l’exprimer (tête de flèche). Échelle = 100 tm.
À tous les stades de développement étudiés, l’analyse statistique
n’indique aucune différence significative dans la proportion de neurones PSA
NCAM positifs entre les différents segments de l’intestin étudiés, soit entre le
figure 14. L’expression de PSA-NCAM commence à diminuer après la
naissance
jéjunum, l’iléon et le côlon et ce, dans les deux plexus entériques.
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figure 15. L’expression de PSA-NCAM diminue rapidement après le
sevrage
A: Préparation entière de plexus myentérique, jéjunum de rat sevré (P28);
après le sevrage quelques neurones continuent d’exprimer PSA-NCAM
(flèches) ainsi que quelques cellules PGP9.5 négatives (tête de flèches), les
neurites demeurent très marqués (étoile). B: Préparation entière de plexus sous
muqueux, iléon de rat sevré (P28); aucune immunoréactivité de PSA-NCAM
est détectée, tant sur les neurones que sur les neurites. C: Préparation entière de
plexus myentérique, côlon de rat adulte; aucune immunoréactivité de PSA
NCAM n’est détectée à ce stade, ni sur les neurones ni sur les extensions





1.4 NCAM est exprimé sur les neurones et les cellules gliales entériques
tant au cours du développement que chez l’adulte et est aussi exprimé
transitoirement sur le muscle lisse chez l’embryon
Afin de vérifier que la perte de PSA-NCAM au cours du
développement n’est pas attribuée à la perte de NCAM lui-même, nous avons
aussi étudié l’expression de cette molécule d’adhésion cellulaire au cours du
développement du système nerveux entérique. Chez l’embryon, il appert que
les neurones entériques expriment NCAM, de même que les cellules du
mésenchyme (figure 16). Au seizième jour de gestation, NCAM est aussi
exprimé dans la musculature lisse (figure 16). À E18, on dénote une baisse de
l’expression de NCAM à la surface des neurones, mais NCAM continue d’être
très exprimé par les cellules musculaires longitudinales et circulaires ainsi que
par les cellules du mésenchyme. À vingt jours de gestation, l’anticorps anti
NCAM marque de nouveau quelques neurones, mais marque avec beaucoup
d’intensité les cellules musculaires. De la naissance jusqu’aux stades adultes,
NCAM demeure exprimé par la majorité des neurones du plexus myentérique
et du plexus sous-muqueux ainsi que sur les neurites, mais ne l’est plus sur les
cellules musculaires (figure 17).
Des immunofluorescences doubles avec le marqueur glial anti-Si OOb et
le marqueur anti-NCAM montrent une forte co-localisation de ces deux
protéines, prouvant ainsi que les cellules gliales des plexus entériques
expriment elles aussi cette molécule d’adhésion. La co-iocalisation de NCAM
et de SlOOb est observée à tous les stades post-natals (figure 17). Ii est
toutefois difficile de discerner si, dans les plexus entériques, le marquage de
NCAM est plutôt guai ou neuronal. En effet, le marquage de NCAM se fait en
périphérie des neurones, ce qui donne un marquage en couronne. Les fibres
gliales quant à elles, forment un réseau interconnecté qui enveloppe plusieurs
fois chaque neurone, de ce fait, si celles-ci expriment NCAM, le marquage se
retrouvera lui aussi en périphérie des neurones. 63 La distinction entre un
marquage glial périphérique et un marquage neuronal en couronne est donc
assez difficile à faire. Toutefois, en regardant des zones négatives pour Si OOb
et positives pour PGP9.5, on voit, dans la plupart des cas, un marquage de
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NCAM, confinnant que les neurones continuent d’exprimer cette molécule
d’adhésion chez l’adulte. À l’inverse, des zones négatives pour PGP9.5, mais
positives pour SlOOb, présentent elles aussi une immunoréactivité pour
NCAM, ce qui indique que NCAM serait exprimé tant par les neurones que par
les cellules gliales du système nerveux entérique mature (figure 17).
E14: Coupe transversale d’embryon, intestin, l’encadré dans le coin supérieur est un
agrandissement de la région sélectionnée; la plupart des neurones expriment NCAM
(flèches) ainsi que quelques cellules épithéliales (tête de flèches). F16: Coupe
transversale d’embryon, intestin, l’encadré dans le coin supérieur est un
agrandissement de la région sélectionnée; les neurones expriment NCAM (flèche),
tout comme la musculature lisse qui l’exprime fortement (étoile). Échelle = 100 im
Figure 16. NCAM est exprimé par les neurones, le mésenchyme et le muscle lisse
chez l’embryon
(s’applique à toutes les photos).
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A: Préparation entière de plexus myentérique, jéjunum P14; NCAM est exprimé par
les neurones (flèches) et par les extensions neuritiques (étoile), on note aussi la
présence de neurones NCAM négatifs (têtes de flèches). B: Préparation entière de
plexus myentérique, jéjunum adulte; à ce stade, les neurones n’expriment plus PSA
NCAM, mais ils continuent d’exprimer NCAM (flèches), on note de nouveau la
présence de neurones NCAM négatifs (tête de flèche vide) ainsi que la présence de
zones NCAM positives, mais PGP9.5 négatives (tête de flèche pleine). C: Préparation
entière de plexus sous-muqueux, iléon adulte; les neurones (flèche) et les neurites
(étoile) du expriment NCAM. D: Préparation entière de plexus myentérique, iléon
P28; les cellules gliales expriment fortement NCAM et on note la présence de zones
SlOOb négatives, mais NCAM positives (flèches). Echelle = 50 jim (s’applique à
toutes les photos).
Figure 17. Aux stades postnataux, NCAM continue d’être exprimé par les
neurones et les cellules gliales dans les deux plexus entériques
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En somme, au cours du développement, on observe une augmentation
graduelle de l’expression de PSA-NCAM à la surface des neurones du système
nerveux entérique. Cette augmentation commence à E12 dans le plexus
myentérique et à El$ dans le plexus sous-muqueux. Elle se poursuit jusqu’à la
naissance où PSA-NCAM atteint son maximum d’expression tant dans le
plexus myentérique que dans le plexus sous-muqueux. Passé ce stade,
l’expression de PSA-NCAM commence à diminuer, d’abord dans les neurones
du plexus sous-muqueux, où à P14 quelques neurones dispersés conservent une
certaine expression. Puis c’est au tour des neurones du plexus myenténque de
commencer à perdre leur fluorescence, celle-ci commence vers P14 et s’achève
drastiquement après le sevrage. Les extensions neuritiques sont les dernières
parties neuronales à perdre leur marquage pour PSA-NCAM et chez l’adulte,
on peut considérer, malgré la persistance d’un faible marquage de PSA-NCAM
sur quelques neurones, que le système nerveux entérique n’exprime plus la
forme polysialylée de NCAM. L’immunofluorescence double de PSA-NCAM
avec le marqueur glial SlOOb n’a pas révélée de co-localisation entre ces deux
protéines. De ce fait, les cellules gliales entériques ne semblent pas exprimer
PSA-NCAM. D’un autre côté, l’immunofluorescence double de PSA-NCAM
et d’un marqueur du muscle lisse, l’anti-desmine, indique une expression
transitoire de P$A-NCAM dans la musculature lisse circulaire et longitudinale
aux stades embryonnaires E16, E18 et un peu à E20. L’étude de l’expression
de NCAM nous a permis, quant à elle, d’observer une patron d’expression
différent de celui de PSA-NCAM. Malgré un marquage neuronal, neuritique et
musculaire similaire à celui de PSA-NCAM, il appert que NCAM est aussi
exprimé par les cellules gliales du SNE. De plus, aux stades où PSA-NCAM
n’est plus exprimé, NCAM continue de l’être autant à la surface des neurones
qu’à la surface des cellules gliales.
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2. Expression de PSA-NCAM au cours de la réponse à l’inflammation
colique
2.1 Les rats injectés avec tine solution saline sont normaux et les neurones
entériques n’ expriment pas PSA-NCAM
Tous les rats injectés avec une solution saline sont asymptomatiques et
à la dissection, aucun signe d’inflammation n’est détecté (score macroscopique
moyen de 0,1) et ce, à tous les stades étudiés (1, 3, 7 et 21 jours après injection)
(figure 1$ b et c; 19 e). L’évaluation histologique, effectuée par un
pathologiste, confirme une architecture normale de la paroi du côlon ainsi
qu’une activité mucosécrétrice normale (score histologique moyen de 1,25)
(figure 1$ a). L’étude de l’expression de P$A-NCAM révèle qu’une proportion
normale des neurones entériques exprime, pour ce stade, la forme polysialylée
de NCAM (0,02 % ± 1,9%), soit une expression quasiment nulle (figure 20 a).
2.2 L’éthanol 50% cause de l’inflammation mais n’induit pas une
réexpression significative de PSA-NCAM par les neurones entériques
À première vue, les rats injectés avec le solvant du TNBS, l’éthanol
50%, ne montrent pas de signes visibles de maladie et semblent biens portants
au lendemain de l’injection. Toutefois, à la dissection, la région où la solution a
été injectée (le côlon à 7 cm de l’anus) montre des signes d’inflammation: des
rougeurs ainsi qu’un épaississement modéré de la paroi (score macroscopique
de 2) (figure 1$ e). L’examen histologique montre des dommages cellulaires
plus importants que ce que l’on peut percevoir à l’oeil nu. En effet, on dénote
une nécrose hémorragique en cours de réépithélialisation avec une infiltration
lymphocytaire jusque dans la couche sous-muqueuse (score histologique de
9,7) (figure 18 a). La région contrôle, le côlon proximal juste après le caecum
(sans inflammation), présente une apparence normale, que l’examen
histologique confirme (score histologique de 0,5). Lors de l’étude de
l’expression de PSA-NCAM, on observe une augmentation de l’expression de
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Figure 1$. L’injection de TNBS cause la destruction de la muqueuse et
engendre une forte réaction inflammatoire
A: Score histologique de la sévérité des colites. B: Coupe de côlon adulte
normal et inflammé; l’éthanol et le TNBS cause une forte destruction de la
muqueuse (mu) et induit l’infiltration des lymphocytes dans la sous-muqueuse
(SM) amis qu’une hyperplasie du muscle (m). C: Score macroscopique de la
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Figure 19. Examen macroscopique de la sévérité des colites
A : Côlon 1 jour après l’injection de TNBS; large plage des nécrose visibles
lors de la dissection (flèche) ainsi qu’une infiltration graisseuse (tête de flèche).
B : Côlon 3 jours après l’injection de TNBS; macroscopiquement moins
enflammé qu’à 1 jour, mais tout de même présence de plages de nécrose
(flèche) ainsi qu’une infiltation graisseuse encore détectable (tête de flèche).
C : Côlon, ouvert le long de la bordure mésentérique, d’un rat injecté avec une
solution saline; aucun signe d’inflammation n’est détectable. D : Côlon de rat,
ouvert le long de la bordure mésentérique, 1 jour après l’injection de TNBS; on
peut voir plus distinctement les plages de nécrose tissulaire causées par
l’injection du produit irritant (flèche). E : Portion de côlon 3 jours après
l’injection de TNBS; l’épithélium est déjà en cours de guérison, mais on
détecte toujours des zones d’inflammation de la muqueuse (flèche). F: Côlon
7 jours après l’injection de TNBS; épithélium presque complètement guéri,
présence de zones cicatricielles (flèche). Echelle = 1.5 cm (A et B) et 0.25 cm
(C à F)
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PGP9.5 positives expriment PSA-NCAM (figure 20 a). Malgré le fait que cette
augmentation soit tout de même plus élevée que le taux basal d’expression de
PSA-NCAM chez l’adulte normal (0,02 % + 1,9%), celle-ci n’est toutefois pas
significative. À trois jours après l’induction des colites, il n’y a pas beaucoup
de signes d’inflammation à part quelques rougeurs dans la région d’intérêt
(score macroscopique de 1) (figure 1$ c). Du point de vue histologique par
contre, on voit qu’il reste encore un peu d’infiltration lymphocytaire et que
l’épithélium est en réparation (score histologique de 4,6) (figure 1$ a). En ce
qui concerne l’expression de PSA-NCAM, 0,4% + 0,29 % des neurones
entériques continuent de l’exprimer, et cette expression n’est toujours pas
significative (figure 20 a). À sept jours, les rats ne montrent que quelques
rougeurs lors de la dissection (score macroscopique de 0,5) et lors de l’examen
histologique, ce dernier révèle que l’épithélium demeure en phase de réparation
(score histologique de 3,6) (figure 1$ a et c). L’étude de l’expression de PSA
NCAM révèle que les neurones expriment PSA-NCAM de façon normale,
c’est-à-dire que seulement 0,13 % ± 0,13 % des neurones expriment la protéine
(figure 20 a). Il est à noter que l’erreur standard élevée est due au petit nombre
d’échantillons disponibles dans cette catégorie. À vingt-et-un jours, les rats ne
présentent plus de signes visibles d’inflammation suite à l’examen
macroscopique (score de 0,3) (figure 18). L’examen histologique montre une
mucosécrétion presque normale et mais parfois encore une hyperplasie de la
muscrilaris mucosa (score histologique de 3,2). PSA-NCAM continue d’être
exprimé à un niveau près de la normale par les neurones entériques (0,67 % ±
0,59 %) (figure 20 a).
2.3 Le TNBS provoque une forte réponse inflammatoire et induit la
réexpression transitoire de PSA-NCAM par les neurones entériques
Pour les rats injectés avec du TNBS, dans la majorité des cas, ceux-ci sont très
malades le lendemain de l’induction des colites. Ils ont, pour la plupart, la
diarrhée, des selles avec du sang, les poils humides (signe de fièvre) et l’anus































Figure 20. L’inflammation induite avec l’injection de TNBS cause une
réexpression de PSA-NCAM à la surface des neurones
myentériques 3 jours après l’induction des colites
A: Pourcentage de neurones PSA-NCAM positifs aux divers stades
d’évaluation des colites; à 3 jours expression significative (, p < 0,05) de
PSA-NCAM sur les neurones rnyentériques. B: Préparation entière de plexus
rnyentérique, côlon TNBS à 3 jours; quelques neurones réexpriment PSA
NCAM (flèches). C: Préparation entière de plexus rnyentérique, côlon TNBS
à 3 jours; il n’y a pas de réexpression de PSA-NCAM sur les cellules gliales







Ijour 3jours 7jours 21 jours
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A: Pourcentage de neurones PSA-NCAM positifs aux divers stades
d’évaluation des colites; à 3 jours expression significative (“, p < 0,05) de
PSA-NCAM sur les neurones myentériques. B: Préparation entière de plexus
rnyentérique, côlon TNBS à 3 jours; quelques neurones réexpriment PSA
NCAM (flèches). C: Préparation entière de plexus rnyentérique, côlon TNBS
à 3 jours; il n’y a pas de réexpression de PSA-NCAM sur les cellules gliales
(flèche). Échelle = 50 jim (s’applique à toutes les photos).
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Nombres de jours après l’induction des colites
B PGP9.5 PSA-NCAM
C SlOQb PSA-NCAM
Figure 20. L’inflammation induite avec l’injection de TNBS cause une
réexpressÏon de PSA-NCAM à la surface des neurones
myentériques 3 jours après l’induction des colites
lu
qu’il y a présence d’infiltrations graisseuses ainsi qu’un épaississement de la
paroi (score macroscopique de 1 1.2) (figure 18 c et 19 a et d). L’analyse
histologique nous confirme les dommages que le TNBS a eu sur la paroi du
côlon dans la région d’intérêt: ulcération jusque dans la sous-muqueuse,
oedème, larges plages de nécrose hémorragique et inflammation aigu de la
muqueuse et de la sous-muqueuse avec une infiltration polymorphe dans toute
la paroi (score histologique de 11) (figure 18 a). Malgré l’extrême
inflammation, l’expression de PSA-NCAM n’est pas différente de celle qui est
retrouvée dans le système nerveux entérique adulte normal et de ce fait, aucun
des neurones comptés n’exprimaient PSA-NCAM (figure 20 a). La portion de
côlon contrôle ne présente quant à elle aucun signe d’inflammation (score
histologique de 1) et PSA-NCAM n’est pas exprimé par les neurones du plexus
myentérique. Ceci confirme que l’inflammation induite par le TNBS n’est que
locale. Trois jours après l’injection du TNBS, les rats ont l’air assez bien en
général malgré le fait que certains d’entre eux aient encore la diarrhée. À la
dissection, l’examen macroscopique révèle divers degrés d’inflammation. En
effet, certains rats présentent de larges plages d’irritation, la présence
d’adhérences et d’infiltration graisseuse (figure 19 b et e) tandis que dans
d’autres, la paroi du côlon est presque guérie et ne présente que quelques
rougeurs. Le score macroscopique moyen se situe donc à 7,2 (figure 18 e).
L’examen histologique montre également une variation importante des
dommages. Dans certains cas, la paroi a un aspect presque normal, et d’en
d’autre on note encore la présence de larges plages de nécrose de la muqueuse
et de la sous-muqueuse (score histologique de 8,2) (figure 18 a). À ce stade,
toutefois, plusieurs neurones réexpriment PSA-NCAM. En effet, il y a une
augmentation significative de l’expression de PSA-NCAM par les neurones du
plexus myentérique lorsque celle-ci est comparée au taux d’expression normal
de la protéine chez l’adulte. En effet, 2.7 % ± 0.57 % des neurones expriment
PSA-NCAM, suite à l’injection de TNBS, contre seulement 0.02 % ± 1.9%
chez l’adulte normal (figure 20 a). On dénote également la présence de
quelques cellules non PGP9.5 qui expriment PSA-NCAM. Afin de vérifier si
ces cellules sont des cellules gliales, nous avons fait un double marquage avec
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SlOOb et ce dernier s’avère être négatif (figure 20 b et c). La morphologie de
ces cellules ressemble par contre beaucoup à celle des neurones. À sept jours
après l’induction des colites, les rats sont bien portants et à la dissection, la
région d’intérêt est beaucoup moins enflammée et est en voie de guérison
(score macroscopique de 2.6) (figure 18 e et 19 f). L’analyse histologique en
vient aux mêmes conclusions: il y a présence de zones cicatricielles et de
régénération (score histologique de 5.9) (figure 18 a). En ce qui concerne
l’expression de PSA-NCAM, la protéine continue d’être exprimée par les
neurones, mais à un niveau plus bas (1.74 % + 0.81 %), qui ne s’avère toutefois
pas être significatif (figure 20 a). À vingt-et-un jours, les rats ne présentent
encore que quelques rougeurs lors de l’évaluation macroscopique (score de
0.7) et du point de vue histologique, on dénote que l’épithélium est en phase de
réparation ainsi qu’une mucosécrétion quasiment revenue à la normale (score
histologique de 4.2) (figure 18 a et e). L’étude de l’expression de P$A-NCAM
révèle que le taux d’expression est redevenu près de celui des rats adultes
normaux et PSA-NCAM n’est exprimé que par 0.18 % + 0,1% des neurones du
plexus myentérique (figure 20 a).
En somme, l’induction de colite avec du TNBS cause une forte
destruction de l’architecture de la muqueuse, la déplétion des cellules de
gobelet et de l’oedème muqueux et sous-muqueux et même le solvant du
TNBS, l’éthanol 50%, cause des dommages non négligeables à l’intégrité de la
paroi, causant lui aussi de l’inflammation. Toutefois, seule l’inflammation
induite par le TNBS cause une réexpression significative de PSA-NCAM à la
surface des neurones du plexus myentérique, trois jours après l’induction des
colites. Cette réexpression n’est cependant que transitoire puisque qu’elle





Dans cette étude, nous avons examiné l’expression de PSA-NCAM
dans le système nerveux cntérique au cours du développement et, dans un
deuxième temps, au cours de la réponse à l’inflammation chez l’adulte, afin
d’explorer une piste possible de fonction pour PSA-NCAM dans le SNE.
L’expression de PSA-NCAM varie au cours du développement du SNE
Les précurseurs dérivés des crêtes neurales commencent à coloniser
l’intestin foetal vers le dixième jour de gestation chez le rat, mais ce n’est qu’à
E12 que les neurones se différentient morphologiquement. 10 À ce stade, le
tube digestif en développement est un épithélium rudimentaire entouré d’une
dense couche de cellules mésenchymateuses et on peut voir les neurones
dispersés à travers ces dernières. Chez l’embryon, nous avons observé
l’expression de PSA-NCAM et de NCAM sur plusieurs neurones, cellules du
mésenchyme et sur quelques cellules épithéliales. L’observation de NCAM sur
ces cellules concorde avec des études précédentes, qui ont fait mention de sa
présence dans le SNE ainsi que sur des structures dérivées du neuroectoderme
et du mésoderme, comme la plaque neurale, le tube neural et les somites. 2, 10,
11, 64, 84 PSA-NCAM est aussi exprimé par quelques cellules qui sont négatives
pour le marqueur neuronal PGP9.5. Celles-ci ne sont pas des cellules gliales
puisqu’elles ne sont pas encore différentiées dans les plexus entériques à ce
stade du développement, ne l’étant qu’au quatorzième jour de gestation chez la
souris. 136 Puisque ces cellules ne sont ni des neurones ni des cellules gliales, il
se pourrait qu’elles soient des précurseurs neuronaux ou gliaux non
différentiés. Une immunofluorescence double avec le marqueur pour les
cellules issues des crêtes neurales, p75, pourrait éventuellement clarifier la
nature des ces cellules PSA-NCAM positives.
Contrairement à ce qu’on aurait pu s’attendre, très peu de neurones
sous-muqueux expriment PSA-NCAM durant la migration de ceux-ci à partir
du plexus myentérique (El$). En effet, PSA-NCAM étant associé avec la
diminution des propriétés adhésives de NCAM, il aurait été plausible
d’observer que les neurones en migration expriment PSA-NCAM, mais cela ne
semble pas être le cas. D’un autre côté, l’expression de NCAM par les
neurones entériques à ce stade semble diminuer, ce qui porte à croire que
durant la vague de migration des neurones du plexus myentérique vers le
plexus sous-muqueux, l’adhésion des neurones soit atténuée par une
diminution de l’expression de NCAM et non pas par l’ajout d’acide
polysialique.
L’augmentation graduelle de l’expression de PSA-NCAM à la surface
des neurones du système nerveux entérique se poursuit jusqu’à la naissance où
PSA-NCAM atteint son maximum d’expression tant dans le plexus
myentérique que dans le plexus sous-muqueux. Au microscope électronique,
l’immunocytochimie à l’or colloïdal nous a permis de localiser PSA-NCAM,
comme l’on s’y attendait, sur la membrane cellulaire des neurones du plexus
myentérique ainsi que sur les neurites. Cette observation est en accord avec
celle de la présence de PSA-NCAM le long de la membrane cytoplasmique des
neurones et du cône de croissance, tôt durant le développement des neurones
du cerveau. 126 Selon cette même étude, l’expression de PSA-NCAM se
confine progressivement aux éléments pré- et post-synaptiques au fur et à
mesure que les neurones deviennent plus matures morphologiquement. 64, 87, 126
La perte de PSA, associée à l’augmentation des propriétés adhésives de
NCAM, contribue alors à la stabilisation des synapses. 126 Au cours de cette
étude, nous n’avons pu que mettre au point le protocole d’immunocytochimie à
l’or colloïdal pour PSA-NCAM dans des tissus intestinaux. De ce fait, une
évaluation ultérieure plus détaillée de l’ultralocalisation de PSA-NCAM au
cours du développement des neurones entériques nous permettrait de vérifier si
la même relocalisation synaptique de P$A-NCAM peut être observée au cours
de la maturation des neurones entériques.
Une semaine après la naissance, l’expression de PSA-NCAM
commence à diminuer dans les neurones du plexus sous-muqueux, de sorte
qu’à P14 seulement quelques neurones dispersés conservent une
immunoréactivité pour P$A-NCAM. Les neurones du plexus myentérique
commencent à perdre leur fluorescence vers P14 et celle-ci s’éteint
drastiquernent après le sevrage (P21-P28). Les extensions neuritiques sont les
dernières parties neuronales à perdre leur marquage pour PSA-NCAM, tant
dans le plexus sous-muqueux que myentérique. À P28, la présence de quelques
cellules PSA-NCAM positives non PGP9.5 et non SlOOb peut soulever
quelques question quant à leur nature (figure 15). Chez la souris, les anticorps
PGP9.5 et S100b marquent, respectivement, tous les neurones et toutes les
cellules gliales dans l’intestin adulte. 136 Toutefois, chez le rat, PGP9.5 ne
marque que 80% des neurones myentériques. La morphologie de ces cellules
PSA-NCAM positives ressemblant beaucoup à celle d’un neurone, il est fort
possible que ces cellules soient en effet des neurones, mais qu’ils fassent partie
des 20% qui ne sont pas marqués par l’anticorps PGP9.5. L’utilisation d’un
autre marqueur neuronal pourrait éventuellement confirmer la nature des ces
cellules.
L’étude de l’expression de NCAM nous a permis d’observer un patron
d’expression différent de celui de PSA-NCAM et ce, malgré un marquage
neuronal, neuritique et musculaire similaire à celui de P$A-NCAM chez
l’embryon. En effet, aux stades où PSA-NCAM n’est plus exprimé (chez
l’adulte), NCAM continue de l’être de les deux plexus entériques. Cette
observation est en accord avec une autre étude mentionnant la présence, chez
l’adulte, de NCAM sur les ganglions du plexus myentérique, les neurites ainsi
que sur les nerfs présents dans la musculature lisse. Une étude des niveaux
d’expression de NCAM et de PSA-NCAM dans la moelle épinière et dans le
SNP en développement a déjà signalée un patron d’expression différent de ces
deux protéines, suggérant que la polysialylation de NCAM est un processus
régulé indépendamment de l’expression de NCAM lui-même. 19 De ce fait, il
serait intéressant d’étudier aussi, par hybridation in situ, les patrons
d’expression des deux enzymes polysialyltransférases STX et PST,
responsables de l’attachement de PSA aux NCAM, et vérifier si ceux-ci
correspondent à celui de PSA-NCAM au cours du développement du SNE.
Les interactions cellule-cellule, induites par les molécules d’adhésion
cellulaire, jouent un rôle clé pendant l’embryogenèse en contrôlant les
mouvements cellulaires, l’agrégation, la migration et la prolifération de même
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que la différenciation cellulaire. I I, 51, 104, 109, 134 La formation de connections
synaptiques adéquates durant le développement dépend fortement de
l’adhésion cellulaire. , Le patron d’expression de PSA-NCAM dans le
système nerveux embryonnaire est hautement dynamique et la forte
glycosylation de NCAM diminue l’adhésion cellulaire ce qui facilite la
recherche axonale, la migration cellulaire, la synaptogénèse ainsi que la
formation du tissu musculaire. 4, 13, 20, 22, 104 Au cours de la maturation et de la
différenciation, l’expression de PSA-NCAM diminue au profit de NCAM au
fur et à mesure que le tissu adulte se forme. 22
La forte polysialylation de NCAM observée durant l’embiyogenèse du
$NE ainsi que durant la période périnatale pourrait avoir une fonction similaire
à celle dans le SNC en développement, en étant impliqué dans la formation et
le remodelage des connections synaptiques des neurones entériques. Aussi, le
SNE demeure encore flexible chez le nouveau-né puisque le tractus gastro
intestinal doit s’adapter continuellement aux changements de longueurs de
l’intestin. h13 De plus, la pleine maturité morphologique et fonctionnelle, ainsi
que l’apparition des phénotypes neuronaux adultes, n’est pas atteinte à la
naissance et la différentiation neurochimique du type adulte ne survient
qu’après le sevrage chez le rat. 38, 80 Puisque le sevrage des nouveaux-nés ne se
fait qu’entre les stades postnataux vingt-et-un et vingt-huit chez le rat,
l’expression de P$A-NCAM à la surface des neurones durant toute la période
du sevrage est donc en accord avec ces observations. La présence de PSA
NCAM pourrait alors caractériser l’immaturité des neurones et son expression
dans les ganglions entériques, jusqu’à un mois après la naissance, pourrait
indiquer un rôle pour la forme polysialylée de NCAM dans le remodelage
postnatal du SNE.
PSA-NCAM et NCAM sont exprimés par le muscle lisse chez l’embryon
Chez l’embryon, nous avons observé, en plus de l’expression de PSA
NCAM et NCAM sur les neurones myentériques, une expression musculaire de
ces deux protéines. En effet, l’immunofluorescence double de PSA-NCAM
avec un marqueur du muscle lisse, la desmine, indique une expression
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transitoire de la forme polysialylée de NCAM dans la musculature lisse
circulaire et longitudinale et ce, uniquement aux stades embryonnaires E 16,
El$ et un peu à E20. L’expression de PSA-NCAM sur la musculature lisse
n’avait pas encore été décrite. Une étude antérieure a toutefois déjà décrit
l’expression transitoire de la forme polysialylée de NCAM à la surface des
myotubes lors de leurs séparation durant la morphogenèse du diaphragme et ce,
pendant les deux phases de migration; une fois la séparation terminée,
l’expression de PSA-NCAM diminue rapidement de la surface des myotubes. ‘
Le rôle de PSA-NCAM durant cette phase de séparation, a été associé avec la
séparation des membranes et la défasciculation des axones.
Tout comme pour PSA-NCAM, des études antérieures ont déjà
démontré que NCAM est exprimé transitoirement à la surface des myofibres
squelettiques, cardiaques et lisses durant leur développement. 4, 101, 102, 108 En
effet, NCAM est fortement exprimé sur toute la surface des cellules
musculaires squelettiques avant leur innervation, après quoi son expression est
réprimée et ne se restreint qu’à la jonction neuromusculaire. NCAM est
également exprimée de façon ponctuée par la musculature lisse durant la phase
tardive de l’embryogenèse ainsi que durant les stades périnataux. I À ce
moment, les couches musculaires lisses n’ont pas atteint leur épaisseur
maximale et les cellules musculaires sont donc encore en phase de
prolifération. On a noté que l’apparition de NCAM suit des patrons bien
définis qui correspondent à ceux de la différentiation des couches musculaires
de l’intestin: la couche musculaire lisse circulaire est la première à se
différentier, puis survient la différentiation de la couche musculaire
longitudinale ainsi que celle de la muscularis mucosa. 102
Nos résultats confirment l’expression de PSA-NCAM au cours de la
morphogenèse du muscle lisse dans l’intestin. Il appert, suite aux observations
que nous avons faites et celles déjà décrites, que la présence de PSA-NCAM et
de NCAM est importante pour la régulation des divers phénomènes liés à
l’adhésion cellulaire lors de la morphogenèse du muscle lisse.
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Les cellules gliales entériques n’expriment pas PSA-NCAM, mais
expriment NCAM
L’immunofluorescence double de PSA-NCAM avec le marqueur glial
SlOOb n’a pas révélée de co-localisation entre ces deux protéines. De ce fait,
les cellules gliales ne semblent pas exprimer PSA-NCAM au cours du
développement du système nerveux entérique. L’étude de l’expression de
NCAM nous a permis, quant à elle, d’observer son expression par les cellules
gliales du SNE, le double marquage de NCAM et SlOOb permettant d’établir
que les cellules gliales, morphologiquement identifiables, expriment NCAM.
Ces observations sont confirmées par d’autres études qui ont déjà fait mention
de son expression sur les cellules gliales. 32, 84 La distinction entre un marquage
glial périphérique ou un marquage neuronal en couronne est toutefois assez
difficile à faire et cette difficulté a déjà été soulevée dans une autre étude où la
présence d’une immunoréactivité membranaire et cytoplasmique des neurones
et des cellules gliales a été observée. 84 Par déduction, en regardant des zones
négatives pour SlOOb et positives pour PGP9.5 et vice versa, on voit, dans la
plupart des cas une immunoréactivité pour NCAM, ce qui laisse croire que
NCAM serait exprimé tant par les neurones que par les cellules gliales du
système nerveux entérique chez l’adulte. Mirsky et ses collaborateurs en sont
venus à la même conclusion, c’est-à-dire que les patrons de marquage observés
provenaient d’une combinaison de marquage neuronal et guai. 84 Afin de
mieux clarifier ce point, la microscopie électronique, une technique de
marquage plus précise que l’immunofluorescence en microscopie optique,
pourrait éventuellement être d’une grande aide et permettre une meilleure
distinction des deux types de marquages.
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L’inflammation induite par l’injection intra rectale de TNBS induit une
réexpression de PSA-NCAIVI sur une population de neurones
myentériques
La paroi du tube digestif contient une population résidente de cellules
inflammatoires qui contribuent à un état physiologique basal d’inflammation. 18
Ceci est confirmé par l’examen histologique de la sévérité des colites, les rats
salins présentant tout de même un taux minimal d’inflammation.
L’ inflammation gastro-intestinale, une fois déclenchée, induit une perturbation
des patrons d’innervation et cause des réarrangements structuraux et
fonctionnels. 92 L’inflammation intestinale entraîne aussi une augmentation de
l’excitabilité des neurones et une prolifération des cellules gliales entériques
ainsi que des changements dans leur morphologie. 118 En réponse à diverses
insultes, incluant l’inflammation, une augmentation de l’expression de PSA
NCAM par les astrocytes et les neurites dans le cerveau adulte a également été
observée. 96 L’augmentation de l’expression de PSA-NCAM à la surface des
neurones et astrocytes au cours de la réparation tissulaire suite à un
traumatisme semble être fonctionnellement corréllée à ce phénomène puisque
la réparation est retardée lorsque l’on bloque immunologiquement PSA
NCAM. 13 Ce serait en sensibilisant les différents effecteurs de la réparation,
les oligodendrocytes, aux divers signaux promouvant la migration cellulaire et
permettant amis aux cellules réparatrices de se rendre à l’endroit lésé que P$A
NCAM jouerait un rôle lors de la réparation tissulaire. 13
Dans cette optique, le fait que l’induction de colite avec du TNBS cause
une réexpression significative de PSA-NCAM à la surface des neurones du
plexus myentérique trois jours après l’induction des colites, permet de
supposer que PSA-NCAM pourrait aussi jouer un rôle dans la réparation
associée à la réponse inflammatoire dans le SNE.
Malgré le fait qu’un faible pourcentage de neurones réexpriment PSA
NCAM (2,7%), il serait toutefois suffisant pour avoir des effets notables sur la
réponse du SNE à l’inflammation. En effet, certains types de neurones qui
composent le SNE sont présents dans des proportions moindres, qui varient de
moins de 1% à 2%, et ceux-ci ont tout dc même beaucoup d’influence sur les
fonctions intestinales. C’est le cas des neurones moteurs inhibiteurs des
muscles longitudinaux (sécrètent entre autre de l’oxyde nitrique et de l’ATP)
qui sont présents dans une proportion d’environ 2% ainsi que des neurones
intesto-fugaux, présents pour leur part dans une proportion de moins de 1%
(sécrètent de la sérotonine et de l’acétylcholine). 42,52
Les neurones entériques possèdent plusieurs caractéristiques uniques
qui leur confèrent une grande capacité d’adaptation et ils sont considérés
comme ayant un haut degré de plasticité en réponse à l’inflammation. 119 Aussi,
P$A-NCAM étant nécessaire durant le développement des circuits neuronaux
et étant un modulateur important de la plasticité neuronale dans l’hippocampe
chez l’adulte, 21, 86, 104 il est tentant de spéculer que la réexpression de PSA
NCAM pourrait être associée avec un remodelage des connections synaptiques
dans le système nerveux entérique mature. La réexpression de PSA-NCAM à la
surface de certains neurones, lors de la réponse inflammatoire, pourrait donc
être un marqueur de cette plasticité neuronale, soit la capacité de ces cellules à
changer leur morphologie et de s’adapter.
Des études ont également indiqué qu’une première colite infectieuse
rend l’intestin plus sensible au stress en induisant des changements à long
terme dans la fonction et le phénotype des neurones entériques (plasticité
neuronale), ce qui mène à une réponse inflammatoire excessive lors d’un
nouveau stress de même nature. 18, 132 De ce fait, il serait intéressant d’étudier
l’expression de PSA-NCAM suite à l’induction d’une seconde colite. En effet,
on pourrait peut-être observer une réexpression plus importante de la forme
polysialylée de NCAM.
L’étude de la réponse inflammatoire sur les souris mutantes pour
NCAM ou pour PST pourrait aussi être fort utile pour clarifier le rôle de PSA
NCAM durant ce processus. En effet, même si ces souris ne présentent pas de
troubles digestifs à prime abord, cela n’implique pas qu’elles ne peuvent en
avoir au cours d’une situation pathologique, comme l’inflammation. Il serait
donc fort intéressant d’évaluer les effets de la perte de l’expression de PSA
NCAM sur le processus de réparation tissulaire engendré lors de la réponse
inflammatoire induite suite à l’injection d’un produit irritant comme le TNBS.
MIl serait tout aussi intéressant d’examiner plus en détail le développement du
SNE chez ces souris mutantes.
Le système immunitaire entérique établi aussi une mémoire à long
terme des différentes menaces antigéniques rencontrées et certains facteurs
neurotrophiques (GDNF, NT-3 et NGF) semblent être des joueurs importants
dans l’établissement de cette «mémoire intestinale ». Il se pourrait que PSA
NCAM, durant la réponse inflammatoire, puisse aussi jouer un rôle dans
l’établissement de cette mémoire intestinale. La présence de PSA-NCAM
pourrait sensibiliser les neurones à l’action de certains facteurs de croissance et
permettre ainsi de moduler des changements dans la morphologie des
neurones, un peu comme le fait PSA-NCAM pour BDNF dans le SNC. En
effet, le rôle modulateur de PSA sur BDNF est important durant le
développement et la plasticité postnatale du cerveau. 64 j se pourrait bien que
le potentiel de plasticité d’une synapse puisse être influencé par son degré
d’adhésivité de la membrane synaptique à cause des capacités signalétiques de
NCAM. 102 La présence de PSA pourrait donc créer une ouverture afin que la





Le principal objectif de cette étude fut d’examiner l’expression de PSA
NCAM durant les divers stades de développement dans un modèle mammalien
du SNE. Il appert, suite à cette étude, que PSA-NCAM est hautement exprimé
par les neurones entériques tout au long du développement du système nerveux
entérique et que son expression diminue une fois que les patrons d’innervation
mature ont été atteints. Puisque le SNE est constamment exposé à une variété
d’insultes mécaniques et chimiques, la question de plasticité et de
régénérescence est assez pertinente. Le plexus myentérique possède une
habileté considérable de régénérescence et de plasticité et la réexpression de
PSA-NCAM au cours de la réponse inflammatoire soutient l’idée selon
laquelle la présence de cette protéine est associée à une forme de plasticité
impliquée dans le processus de réparation tissulaire. Le rôle de PSA-NCAM
dans le remodelage structural des connexions synaptiques dans le SNC
demeurent encore nébuleux et requiert des recherches éventuelles afin
d’évaluer la fonction exacte de PSA-NCAM dans la plasticité neuronale. De ce
fait, le rôle de PSA-NCAM dans le SNE est donc loin d’être élucidé puisque
les études de PSA-NCAM dans le SNE sont pratiquement absentes à ce jour. Il
est certain toutefois que l’étude de pathologies du SNE chez les souris
mutantes pour NCAM et pour PST pourrait éventuellement nous permettre de
mieux définir le rôle de PSA-NCAM dans le SNE.
Malgré d’intenses années de recherches, plusieurs aspects fonctionnels
du SNE demeurent encore non illucidés, mais durant les dernières années notre
compréhension du SNE a grandemment augmentée et il devient maintenant
clair que le SNE possède la capacité de se modifier, se régénérer et effectuer
des changements à long terme de ses fonctions synaptiques. Puisque le SNE
postnatal demeure dans une certaine mesure assez plastique, il serait possible
de retrouver un groupe de cellules souches chez l’humain adulte. 8 Récemment,
on a en effet découvert la présence de cellules souches dérivées des crêtes
neurales dans l’intestin adulte qui se renouvellent en culture et qui peuvent
produire plusieurs types de cellules gliales et de neurones. 68 La persistance
Ô4f
de ces cellules souches issues des crêtes neurales ouvre la porte à plein de
possibilités pour la régénérescence suite à une blessure ou une maladie. 68 Par
exemple, le seul traitement connu à ce jour pour la maladie de Hirschsprung est
l’ablation des régions aganglionnaires, technique qui comporte certains risques
et qui ne donne pas toujours les résultats les plus optimaux; une alternative à la
chirurgie serait donc de reconstruire un SNE par la transplantation de cellules
neuronales souches. 18, 47, 131 L’expression de PSA-NCAM à la surface des
neurones entériques adultes pourrait peut-être caractériser une population de
neurones immatures et plastiques. Une mise en culture de ceux-ci pourrait
peut-être, éventuellement, mener à un traitement alternatif pour les maladies
intestinales telles que la maladie de Hirschsprung.
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